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Resumo 
Grande parte dos óleos vegetais necessitam ser submetidos a processos de refino 
antes de serem consumidos. Um processo alternativo às técnicas convencionais de refino é a 
desacidificação com solvente ou extração líquido-líquido, tendo como vantagem a redução 
das perdas de compostos minoritários como: tocoferóis, tocotrienóis e alfa e beta caroteno. 
Tais compostos possuem ação antioxidantes e estão presentes naturalmente nos óleos 
vegetais, por conta disso, sua permanência após o refino é de grande interesse, uma vez que 
atualmente a busca por alimentos saudáveis vem ganhando destaque. Os objetivos desse 
trabalho foram o desenvolvimento de duas metodologias: uma para análise de tocoferóis e 
tocotrienóis e outra para alfa e beta caroteno em óleos vegetais, além da determinação de 
dados de equilíbrio líquido-líquido para conhecimento do comportamento de fases e partição 
dos tocoferóis, tocotrienóis, alfa e beta carotenos entre as fases em equilíbrio líquido-líquido, 
quando etanol e etanol hidratado são utilizados como solventes nas temperaturas de 25 
o
C. 35 
ºC e 50 ºC. Para o desenvolvimento das duas metodologias foi utilizado cromatografia líquida 
de ultra eficiência acoplada a um espectrômetro de massas com fonte de ionização eletrospray 
(UHPLC/ESI/MS). As análises cromatográficas foram realizadas sem que os óleos vegetais 
fossem submetidos a nenhum tratamento prévio para preparo das amostras. Ambas as 
metodologias desenvolvidas mostraram-se reprodutíveis, precisas e robustas. Foram 
determinados dados de equilíbrio líquido-líquido de sistemas compostos por óleo vegetal + 
ácido graxo + solvente, os óleos de buriti, castanha do Brasil, gergelim e gérmen de trigo 
foram estudados. Os coeficientes de distribuição dos ácidos graxos foram afetados pela adição 
de água no etanol e muito pouco com a mudança de temperatura. Os coeficientes de 
distribuição dos tocoferóis e tocotrienóis foram fortemente influenciados pela presença de 
água, que fez com que os compostos ficassem preferencialmente retidos na fase oleosa, 
apresentando coeficientes de distribuição na ordem de 0,3. Para alfa caroteno e beta caroteno 
tanto a temperatura quanto a presença de água impactaram nos valores dos coeficientes de 
distribuição. O aumento do teor de ácidos graxos livres no ponto de mistura foi responsável 
pelo aumento do coeficiente de distribuição para os tocoferóis, tocotrienóis, alfa caroteno e 
beta caroteno.  
 
 
 
PALAVRAS CHAVES: óleos vegetais; tocoferóis; tocotrienóis; carotenóides; 
equilíbrio líquido-líquido; Cromatografia líquida de ultra eficiência.   
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Abstract 
 
Most parts of vegetable oils need to be submitted to the refinement process before 
they are consumable. An alternative process to conventional techniques of refinement  is de-
acidification with solvent or liquid-liquid extraction, that has the advantage of reducing the 
loss of minor compounds such as: tocopherols, tocotrienols, alpha and beta carotene. These 
compounds have antioxidant properties and are naturally present in vegetable oils, for this 
reason, their permanence after the refinement is of great interest, since the search for healthy 
foods is gaining prominence. The objectives of the study were to develop two methodologies: 
one for the analyses of tocopherol and tocotrienol and another for alpha and beta carotene in 
vegetable oils, in addition to the determination of the liquid – liquid equilibrium data to know 
the behavior of the phases  and partition of tocopherols, tocotrienols, alpha and beta carotene 
between the phases in liquid-liquid equilibrium, when ethanol and hydrated ethanol are 
utilized as solvents at temperatures of 25 
o
C. 35 ºC e 50 ºC. For the development of the two 
methodologies, high efficiency liquid chromatography was utilized  coupled with a mass 
spectrometer that uses electrospray ionization (UHPLC/ESI/MS). The chromatographical 
analyses were performed without vegetable oils were submitted prior to preparation of the 
samples. Both the methodologies developed show reproducibility,  accuracy and robustness. 
Liquid-liquid equilibrium data determined of systems composed of vegetable oil + fatty acid 
+ solvent, buriti oil, Brazil nut oil, sesame seed oil  and wheat germ were studied. The 
coefficients of distribution of fatty acids were affected by the addition of water in ethanol and 
very little with the change in temperature. The distribution coefficients of tocopherols and 
tocotrienols were strongly influenced by the presence of water, which caused the compounds 
to be preferentially retained in the olesa phase, presenting distribution coefficients in the order 
of the 0.3. For alpha carotene and beta carotene, both the temperature and the presence of 
water had an impact on the values of the distribution coefficients. The increase in the free 
fatty acids content at the mixing point was responsible for the increase in the distribution 
coefficient for tocopherols, tocotrienols, alpha carotene and beta carotene. 
 
 
 
KEYWORDS: vegetable oils; tocopherols; tocotrienols; carotenoids; liquid-liquid 
equilibrium; Ultra High Liquid Chromatography.  
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1 Introdução e Objetivos 
Os óleos vegetais brutos são substâncias líquidas à temperatura ambiente e 
insolúveis em água, os óleos vegetais são compostos de triacilgliceróis, acilgliceróis parciais, 
ácidos graxos livres, fosfatídeos, pigmentos, esteróis e tocoferóis (Batista et al., 2009). Dentre 
os compostos minoritários presentes nos óleos vegetais, destaca-se os tocoferóis e tocotrienóis 
devido à sua ação antioxidante e proporcionar benefícios à saúde, os tocoferóis, tocotrienóis e 
carotenóides, alfa e beta caroteno, são de grande importância por serem compostos 
pertencentes a classe de funcionais e nutracêuticos (Moraes, 2007). Muitos produtos tem sido 
caracterizados como alimentos funcionais, incluindo componentes que podem afetar inúmeras 
funções corpóreas relacionadas tanto ao estado de bem-estar e saúde como à redução do risco 
de doenças (Moraes, 2007). Uma das características dos alimentos funcionais é que o mesmo 
deve ser um alimento convencional a ser consumido na dieta (Roberfroid, 2002). 
A produção de óleos vegetais no Brasil cresceu 13 vezes desde 1961, aumentando 
de 275.000 toneladas para 3.579.000 toneladas em 2013. Mundialmente neste mesmo período 
a produção mundial cresceu de 14.346.000 toneladas para 79.593.000 toneladas (FAO, 2017). 
De acordo com Outlook (2015) a produção de óleos vegetais no Brasil deve crescer a uma 
taxa de aproximadamente 2,5 % ao ano de 2015 a 2024. Aumentando para 10,2 Milhões (M) 
toneladas até 2024. A demanda interna de óleos vegetal para consumo humano deve crescer 
apenas 2,2 %. O consumo de óleos por pessoa deve aumentar 1,5 % ao ano para atingir 24,2 
kg de óleo por pessoa em 2024. As exportações estão previstas para 1,8 M toneladas em 2024, 
não muito diferente dos valores atuais de 1,6 M toneladas. Parte da produção de óleo vegetal 
será destinada à produção de biodiesel, sendo a soja a oleaginosa mais importante do Brasil 
(FAO, 2017). 
Mundialmente, o processamento e refino de óleos e gorduras inclui algum tipo de 
purificação para remover compostos como gomas, ácidos graxos livres (AGLs), pigmentos, 
complexos metálicos e outros materiais indesejáveis. A escolha do processamento, 
equipamentos e técnicas podem depender de fatores como: óleos de origem manipulados, 
qualidade da matéria-prima, mão de obra disponível, capacidades de manutenção, recursos 
financeiros disponíveis, dentre outras considerações (O'Brien, 2008).  
A remoção dos ácidos graxos livres ou desacidificação é a etapa mais importante 
do refino, pois ela impacta na economia do processo devido ao rendimento de óleo 
(Antoniassi et al., 1998). Uma alternativa para desacidificação de óleos vegetais é a utilização 
do refino com solvente ou extração líquido-líquido. O método consiste na diferença de 
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solubilidade entre os ácidos graxos e os triacilgliceróis em um solvente apropriado 
(Thomopoulos, 1971). Esse método apresenta algumas vantagens como: diminuição das 
perdas de óleo, comparando com o refino químico (Hamm, 1983); o processo é realizado à 
temperatura ambiente e pressão atmosférica, submetendo o óleo a tratamentos mais brandos e 
reduzindo custos energéticos, além de evitar a formação de resíduos pois o solvente pode ser 
facilmente recuperado pela diferença de ponto de ebulição dos triacilgliceróis, ácidos graxos e 
solvente (Pina e Meirelles, 2000).  
O desenvolvimento de metodologias analíticas rápidas, precisas e econômicas 
para a quantificação de tocoferóis, tocotrienóis, alfa e beta caroteno em óleos vegetais, sem a 
necessidade de derivatização ou extração destes compostos das amostras é de extrema 
importância para o desenvolvimento e controle dos processos de refino de óleos vegetais. Não 
foi percebido por teste autor, que houvesse na literatura metodologias para análise desses 
compostos em óleos vegetais sem algum tipo de extração dos mesmos utilizando 
cromatografia em fase reversa (coluna cromatográfica apolar e fases móveis polares, fases 
móveis compostas preferencialmente por água). O desenvolvimento de metodologias mais 
rápidas, com menor consumo de solventes, facilita o controle dos compostos minoritários 
durante o processamento dos óleos vegetais e minimiza gastos com o descarte de resíduos, 
fator que vem ganhado destaque atualmente juntamente com o uso de solventes que não sejam 
nocivos ao meio ambiente. 
Em relação ao solvente, o etanol tem se destacado na desacidificação de óleos 
vegetais, pois é considerado um solvente de grau alimentício, sendo utilizado na formulação 
de algumas bebidas alcoólicas, como meio de extração de produtos naturais, em produtos de 
processamento da indústria para consumo humano direto e em muitas outras aplicações 
(Decloux e Coustel, 2005). Além disso, experimentos de equilíbrio líquido-líquido para 
sistemas contendo óleos vegetais, ácidos graxos e etanol demonstraram que os componentes 
nutracêuticos preferem a fase rica em óleo vegetal, o que significa que na extração líquido-
líquido de ácidos graxos livres de óleo vegetal, esses componentes seriam retidos no óleo ao 
invés de serem extraídos (Rodrigues et al., 2005). 
 
1.2 Objetivo principal 
O objetivo principal desse trabalho foi o desenvolvimento de metodologias analíticas 
para a detecção e a quantificação de tocoferóis e tocotrienóis e para a detecção e a 
quantificação de alfa e beta carotenos, ambas as metodologias utilizando cromatografia 
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líquida de ultra eficiência acoplada a fonte de ionização por eletrospray (ESI) e detector 
espectrômetro de massas do tipo quadrupolo (UHPLC/ESI/MS) para uso em desenvolvimento 
e controle de processos de refino de óleos vegetais. As análises cromatográficas foram 
realizadas sem tratamento prévio das amostras. 
As metodologias analíticas foram usadas para a análise da distribuição desses 
componentes minoritários em dados experimentais de equilíbrio líquido-líquido de sistemas 
compostos por óleo vegetal + ácido graxo livre + solvente. Os óleos brutos de buriti, castanha 
do Brasil, dois tipos de óleos de gergelim, o obtido a partir de sementes de gergelim torradas e 
o obtido de sementes in natura e óleo refinado de gérmen de trigo, foram estudados. 
 
1.3 Objetivos principais 
O objetivo principal desse trabalho foi o desenvolvimento de duas metodologias 
analíticas, uma para a identificação e a quantificação dos tocoferóis, tocotrienóis e outra 
metodologia para a identificação e a quantificação de alfa e beta caroteno, ambas realizadas 
por Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência acoplada a espectrometria de massas 
(UHPLC/MS) e fonte de ionização eletrospray (ESI). Nenhum tratamento prévio ou extração 
foi realizado nas amostras para extração dos tocoferóis, tocotrienóis, carotenóides (alfa e beta 
caroteno) dos óleos vegetais. As metodologias desenvolvidas foram aplicadas na avaliação da 
distribuição destes compostos entre as fases em equilíbrio líquido-líquido.  
 
1.3.1 Objetivos específicos 
Os objetivos específicos foram:  
1. Medir dados experimentais de equilíbrio líquido-líquido dos sistemas 
compostos por óleo vegetal + ácidos graxos livres + solvente, os solventes utilizados foram 
etanol e etanol absoluto e hidratado, foram estudados os óleos de gergelim, palma, buriti, 
castanha do Brasil, e gérmen de trigo; os ácidos graxos adicionados foram provenientes de 
misturas comerciais cujo ácido graxo majoritário foi o do óleo vegetal usado. Os sistemas 
foram estudados nas temperaturas de 25 °C, 35 °C e 50 °C; 
2. Avaliar o efeito do solvente e da temperatura no equilíbrio líquido-líquido de 
sistemas graxos; 
3. Avaliar a distribuição de tocoferóis, tocotrienóis,  -caroteno e  -caroteno 
entre as fases oleosa e alcoólica em equilíbrio líquido-líquido, utilizando as metodologias 
desenvolvidas neste trabalho. 
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Essa tese de doutorado está dividida em 9 Capítulos que serão apresentados 
resumidamente a seguir. 
 
O Capítulo 1 apresenta uma breve introdução do estudo com a sua 
contextualização e apresenta os objetivos principais e específicos; 
O Capítulo 2 contém a revisão bibliográfica sobre temas importantes para o 
desenvolvimento dessa tese de doutorado. A revisão bibliográfica foi iniciada com o tema 
óleos vegetais, mais especificamente os óleos estudados nesse trabalho, óleo de gergelim 
claro e torrado, óleo de buriti, óleo de gérmen de trigo e óleo de castanha do Brasil; na 
sequência e não menos importante, uma breve revisão bibliográfica foi realizada sobre os 
antioxidantes, com ênfase nos tocoferóis, tocotrienóis e carotenóides, antioxidantes naturais 
presentes nos óleos vegetais. Os temas refino de óleos vegetais, equilíbrio líquido-líquido, 
cromatografia líquida e espectrometria de massas seguida por ferramentas utilizadas para a 
validação de métodos analíticos também foram abordados na revisão bibliográfica.  
O Capítulo 3 apresenta o artigo; Tocopherols and Tocotrienols: an Adapted 
Methodology by UHPLC/MS Without Sample Pretreatment Steps. Publicado na revista 
Food Analytical Methods., July 2017, Volume 10, pp 2165–2174: metodologia desenvolvida 
para análise de tocoferóis e tocotrienóis em óleos vegetais. O diferencial desse trabalho está 
no preparo de amostra, o óleo vegetal foi apenas diluído em isopropanol, filtrado e injetado no 
cromatógrafo, diferentemente dos demais métodos disponíveis na literatura, onde esses 
compostos são extraídos dos óleos antes da análise cromatográfica. 
O Capítulo 4 apresenta a metodologia analítica para determinação de alfa e beta 
caroteno presentes em óleos vegetais submetido para publicação na revista Food Analytical 
Methods. Nesse trabalho, assim como o apresentado no Capítulo 3, também não foi realizado 
tratamento prévio na amostra. As amostras de óleo de buriti e palma foram diluídas em 
isopropanol e uma segunda diluição foi necessária em acetonitrila para garantir o perfil 
cromatográfico.  
No Capítulo 5 são apresentados os dados de equilíbrio líquido-líquido (ELL) dos 
sistemas compostos por óleos brutos de gergelim claro e torrado e óleo refinado de gérmen de 
trigo nas temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C. Foi avaliado o comportamento de fases e a 
distribuição dos tocoferóis e tocotrienóis entre as fases em equilíbrio líquido–líquido. Os 
tocoferóis e tocotrienóis das fases foram determinados pela metodologia apresentada no 
Capítulo 3.  
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No Capítulo 6 são apresentados os dados de ELL dos sistemas composto por 
óleos brutos de castanha do Brasil e de buriti. Foram avaliadas a distribuição dos ácidos 
graxos, e também dos tocoferóis e tocotrienóis dos sistemas em ELL e para o óleo de buriti 
foi avaliado também a distribuição do alfa e beta carotenos. Para quantificação dos tocoferóis 
e tocotrienóis nas fases foi utilizada a metodologia desenvolvida e apresentada no Capítulo 3 
e para a análise de alfa e beta carotenos foi utilizada a metodologia desenvolvida e 
apresentada no Capítulo 4.  
Os Capítulos 7 e 8 apresentam as discussões e conclusões gerais desse trabalho, 
respectivamente.  
No Capítulo 9 estão listadas as referências bibliográficas utilizadas ao longo de 
todo esse trabalho. 
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Nesse capítulo será apresentado a revisão bibliográfica dos principais 
assuntos abordados nessa tese de doutorado . 
 
2.1 Óleos vegetais 
Os lipídios constituem um grupo de substâncias chamadas de óleos e gorduras de 
origem animal e/ou vegetal e quimicamente são definidos como todas as substâncias solúveis 
em n-hexano (Riegel, 2004). Sua função é essencialmente energética, no que se refere aos 
glicídios (Riegel, 2004). Os triacilgliceróis são os lipídios padrões do organismo humano, e 
constitui em média 95 % de toda gordura do corpo humano (Riegel, 2004). Além disso os 
lipídios fornecem, em todos os seres vivos, funções estruturais compondo, por exemplo, as 
membranas celulares e a parte estrutural do sistema nervoso central. Alguns hormônios 
também são lipídios, como por exemplo, os hormônios sexuais (Riegel, 2004). 
Os óleos vegetais são substâncias líquidas à temperatura ambiente e insolúveis em 
água. São formados, principalmente, por triacilgliceróis, resultantes da esterificação entre três 
moléculas de ácidos graxos e uma molécula de glicerol. Os óleos vegetais são constituídos por 
aproximadamente 95 % de triacilgliceróis, juntamente com ácidos graxos livres, 
monoacilgliceróis e diacilgliceróis, contendo também quantidades variáveis de outros 
compostos como: fosfolipídeos, esteroides livres e esterificados, tocoferóis, tocotrienóis, 
caroteóides, clorofilas, entre outros (Gunstone, 2005). Os triacilgliceróis (TAGs) são 
importantes componentes de óleos vegetais em termos de nutrição e estabilidade, porém 
quando insaturados especialmente com ácidos graxos poli-insaturados, são altamente 
suscetíveis ao calor (Zeb e Murkovic, 2010). 
 
2.1.1. Óleo de gergelim  
O óleo de gergelim é composto principalmente pelo ácido oleico e linoleico. Além 
de ácidos graxos, o óleo de gergelim é composto por diversos compostos nutracêuticos como 
tocoferóis, fitosterol, resveratrol, flavonóides (Namiki, 1990). Este óleo apresenta também 
dois compostos que não são encontrados em outros óleos vegetais, tais compostos são 
chamados de sesamina e sesamolina (Budowski e Markley, 1951). O óleo de gergelim 
apresenta elevada atividade antioxidante, isso não é atribuído somente a presença de 
tocoferóis, mas principalmente a presença da sesamina e sesamolina, que são as duas lignanas 
presentes no óleo de gergelim bruto em grande quantidade (Shahidi, 2005). O óleo bruto de 
gergelim apresenta em sua composição entre 0,3 % a 0,5 % de sesamolina e traços de 
sesamol, já o óleo clarificado pode apresentar até 0,1 % de sesamol. O teor de sesamina no 
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óleo de gergelim bruto pode variar entre 0,5 a 1 % (Budowski e Markley, 1951). De acordo 
com Kim e Choe (2005), a clarificação do óleo de gergelim torrado tende a diminuir o 
conteúdo de sesamolina e aumentar o conteúdo de sesamol. À medida que a temperatura e a 
quantidade de argila ácida utilizada durante a clarificação aumentam, diminuem as 
concentrações de sesamina e sesamolina no óleo enquanto o teor de sesamol aumenta. De 
acordo com Fukuda et al. (1986), a sesamolina no óleo de gergelim não processado é fonte de 
sesaminol, este não é completamente removido durante a desodorização seguido pela 
clarificação como o sesamol. A atividade antioxidante do sesaminol foi equivalente a do 
sesamol e do gama-tocoferol. Os autores concluíram que a atividade antioxidante do óleo 
refinado de semente de gergelim não torrada é principalmente atribuída ao sesaminol. A 
Figura 1 apresenta a estrutura das lignanas presentes no óleo de gergelim. O teor de óleo e de 
proteína da semente de gergelim varia de 45 % a 63 % e 17 % a 23 %, respectivamente.  
O óleo é principalmente composto de ácidos graxos insaturados, cerca de 80 % 
(Hwang, 2005). A torta de gergelim, subproduto da extração do óleo, possui alto teor de 
proteína (39,77 %) e baixo teor de fibras (4,7 %), quando obtida por prensagem dos grãos 
(método expeller), a torta possui 8,2 % de umidade, 12,8 % de óleo, 22,8 % de carboidratos e 
11,8 % de cinzas (Barros et al., 2007). Torta de geregelim é um subproduto após a extração 
do óleo, quatro tipos de torta podem ser obtidos a partir das sementes de gergelim: farinha de 
sementes inteiras, farinha de semente descascada, totalmente desengordurada, farinha de 
sementes e farelo desengordurado, formalmente as sementes de gergelim são esmagadas para 
extração do óleo, nestes casos, a torta não pode ser utilizada, se a torta após a extração de óleo 
for destinada ao consumo, deve ser feito o descasque das sementes de gergelim, reduzindo 
assim os níveis de ácido oxálico (Onsaard, 2012).  
O Brasil produziu no ano de 2014, 7.000 toneladas de gergelim e não foram 
encontrados dados a respeito da produção de óleo de gergelim. No entanto, a produção 
mundial desse óleo em 2014 foi de 1.634.327 toneladas, sendo que desta quantidade 78,6 % 
foi produzido no continente Asiático, seguido por 16,6 % no continente Africano, os demais 
4,8 % foram produzidos no continente Americano, Europeu e continente da Oceania. Os 
maiores produtores são Myanmar, seguido pela China e Índia. (FAO, 2017).  
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Figura 1 Estrutura das lignanas presentes no óleo de gergelim. Fonte: Shahidi (2005) 
 
2.1.2 Óleo de buriti 
O buriti é um fruto da palmeira Maurita vinifera Mart. originária da América 
Latina (Mariath et al., 1989) é encontrado na Bolívia, Colômbia, Equador, Guiana, Peru, 
Trinidad, Venezuela e Brasil, nos estados de Goiás, Pará, Mato Grosso, Minas Gerais, São 
Paulo, Piauí e Maranhão (Ferreira, 2012). O óleo de buriti é rico em ácido oleico, 73,3 % - 
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78,73 %; seguido pelo ácido palmítico, 17,34 % - 19,2 % e ácido linoleico, 2,4 % - 3,93 %. O 
óleo é composto por cerca de 800 mg.kg
-1
 de tocoferóis, principalmente pelo  -tocoferol e 
1,707 mg.kg
-1
 de carotenóides, sendo que o carotenóides com maior concentração é o beta 
caroteno (Albuquerque et al., 2005). O óleo de buriti contém cerca de 90 % de beta caroteno; 
comparando-o com o óleo de palma vermelho, o óleo de buriti apresenta quantidades 
superiores de beta caroteno (Mariath et al., 1989). 
 
2.1.3 Óleo de castanha do Brasil 
A castanha do Brasil é uma das mais importantes oleaginosas da região 
Amazônica do Brasil, ela é mundialmente reconhecida por sua riqueza nutricional (Santos et 
al., 2012). De acordo com FAO (2017), a estimativa é que o Brasil produziu no ano de 2014, 
39.000 toneladas de castanha do Brasil com casca.  
A amêndoa da castanha do Brasil representa 48 % da semente, o que evidencia o 
bom rendimento do fruto. A amêndoa contém entre 60 % e 70 % de óleo e aproximadamente 
17 % de proteína. O endosperma oleoso contém cerca de 70 % de gorduras insaturadas, porém 
essa elevada quantidade de ácidos graxos insaturados pode ocasionar problemas de rancidez. 
A castanha do Brasil é o alimento conhecido como maior fonte de selênio (Se) (Yang, 2009). 
O teor de selênio da castanha do Brasil com casca é de 35 µg.g
-1
, castanha do Brasil sem 
casca 8,3 µg.g
-1
; noz 0,38 µg g
-1
; castanha de caju 0,27 µg.g
-1
 e nóz pecan é 0,10 µg.g
-1
 
(Kannamkumarath et al., 2002). O óleo é composto principalmente pelo ácido graxo oleico 
(29 % a 48 %), esteárico (6 % a 10 % ), linoleico (30 % a 47 %) e palmítico (14 % a 16 %) 
(Firestone, 2006). Apresenta em sua composição tocoferóis, esqualeno e fitoesteróis, 
compostos esses benéficos devidos às suas propriedades antioxidantes e atividades 
antiproliferativas, que estão ligadas à redução de riscos de desenvolvimento de aterosclerose e 
câncer (Yang, 2009). Funasaki et al. (2013) estudaram o teor de tocoferóis do óleo de 
castanha do Brasil proveniente de diferentes regiões do Brasil, e verificaram em todos os 
óleos concentrações relativamente constantes o que pode distinguir esse óleo de óleos 
provenientes de outras plantas. Os teores de alfa e gama tocoferol podem variar entre, 37,92 – 
74,48 µg g
-1
 e 106,88 – 171,80 µg g-1, respectivamente.  
 
2.1.4 Óleo de gérmen de trigo 
Na indústria de moagem de trigo, o gérmen de trigo é um subproduto, ele contém 
cerca de 11 % de óleo (Dunford, 2005). A sua composição média pode ser afetada pela 
variedade, condições de crescimento, condições de moagem do gérmen e armazenamento, 
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além do método utilizado no tratamento, como também, o processamento da semente (Barnes 
e Taylor, 1980). O óleo de gérmen de trigo é rico em ácidos graxos poliinsaturados, com 
predominância de ácido linoleico (~58,5 %) (Barnes e Taylor, 1980). O óleo está associado à 
redução dos níveis de mau colesterol no plasma e no fígado, à melhoria das condições físicas, 
além de retardar o envelhecimento. Esses efeitos são atribuídos à elevada concentração de 
compostos bioativos presentes no óleo, como alfa tocoferol (Dunford, 2005). 
 
2.2 Antioxidantes 
De acordo com a Agência Nacional da Vigilância Sanitária (ANVISA, 2012), 
resolução de 24 de janeiro de 1961, antioxidante é a substância que retarda o aparecimento de 
alteração oxidativa nos alimentos. Os antioxidantes podem ser sintéticos como hidroxianisol 
(BHA), di-terc-butil metil fenol (BHT), propil galato (PG), terc-butil hidroquinona (TBHQ) 
ou naturais como tocoferóis, tocotrienóis, ácido ascórbico, sal ascorbato e carotenóides. 
Depois da deterioração microbiológica, a oxidação de ácidos graxos insaturados é 
a segunda maior causa da degradação de alimentos. Os antioxidantes têm sido amplamente 
vistos como uma alternativa para inibição da oxidação de alimentos, embora com crescente 
consciência da sua importância para a saúde. A retenção dos antioxidantes durante o 
processamento e armazenamento dos alimentos tem assumido importância crescente (Lindley, 
1998). 
Por fim, os antioxidantes tem sua importância associada a saúde, ajudam a 
prevenir a ocorrência de danos oxidativos em macromoléculas biológicas causadas por 
espécies reativas de oxigênio. Estes danos oxidativos podem ser a causa do desenvolvimento 
de muitas doenças humanas (Lindley, 1998). 
 
2.2.1 Carotenóides 
Os carotenóides são substâncias com propriedades muito especiais e notáveis, 
(Britton, 1995) como cor e ação antioxidante (Delgado-Vargas et al, 2000), que nenhum outro 
grupo de substâncias possui e que forma a base de muitas e variadas funções e ações em todos 
os tipos de organismos vivos (Britton, 1995). 
Os carotenóides são uma classe que contempla mais de 600 pigmentos naturais 
sintetizados por plantas, algas, leveduras, fungos e bactérias fotossintéticas, apenas 40 estão 
presentes na dieta humana típica, desses, 14 e alguns de seus metabólitos são identificados no 
sangue e tecidos (Paiva e Russell, 1999). Frutas e vegetais fornecem os carotenóides da dieta 
humana. Eles podem ser classificados em duas amplas faixas; os carotenos (alfa caroteno, 
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beta caroteno ou licopeno) e as xantofilas (beta criptoxantina, luteína ou zeaxantina) (Bernal 
et al., 2011). 
Juntamente com as clorofilas, os carotenóides são os principais pigmentos 
presentes em óleo vegetais. O tipo e as quantidades de pigmentos em óleos vegetais 
dependem fundamentalmente da espécie, cultivares, estádio da maturação, entre outras, além 
de sofrer variações durante o estoque e processamento dos óleos (Cert et al., 2000). Alguns 
carotenóides apresentam atividade biológica da vitamina A, por isso são chamados de 
provitamina A.  
O beta caroteno é o pigmento mais abundante encontrado em óleos e gorduras, 
especialmente de origem vegetal, ele é responsável pela cor laranja-vermelha intensa em 
determinados óleos (Kamal-Eldin, 2005). A cor amarela – laranjada dos vegetais e frutas é 
devido a presença de alfa e beta caroteno, a cor laranja é característico do alfa criptoxantina e 
a cor verde escuro nos vegetais é devido a presença de luteína, e nos tomates o carotenóide 
presente em maior quantidade é o licopeno (RAO, 2007).  
 
 
Figura 2 Estrutura do beta caroteno. Fonte: (Kamal-Eldin, 2005) 
 
A Figura 2 apresenta a estrutura do beta caroteno. O beta caroteno é um dos mais 
importantes pigmentos lipossolúveis (Zeb, 2011), é uma molécula simétrica com 40 átomos 
de carbono, apresenta 11 duplas ligações e 8 isoprenos. A diferença entre o alfa e o beta 
caroteno está na posição da dupla ligação do anel benzênico. A Figura 3 apresenta a estrutura 
do  -caroteno. A extensão do sistema conjugado de duplas ligações dos carotenóides produz 
características UV e absorção no espectro visível (incluindo laranja, amarelo e vermelho) com 
absorção máxima no comprimento de onda entre 400 nm e 500 nm (Britton, 1995). A 
identificação e quantificação dos carotenóides não é simples, pelo fato deles serem instáveis 
na presença de luz, calor e oxigênio (Van Breemen et al., 2012). 
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Figura 3 Estrutura do alfa caroteno. Fonte: (Kamal-Eldin, 2005) 
 
Pigmentos como o alfa caroteno, beta caroteno, gama caroteno, beta criptoxantina 
apresentam atividade provitamina A (Eitenmiller e Landen Jr., 1999), podendo ser 
biologicamente transformada em vitamina A por organismos animais. A vitamina A é um 
nutriente que se encontra apenas em alimentos de origem animal e possuindo atividade 
biológica do all-trans retinol. Retinóides incluem todas as substâncias com atividade 
vitamínica A. Os retinóides sintéticos podem, cada vez mais, ser usados para tratamentos de 
doenças da pele como acne e psoríase. Os efeitos dos retinóides na diferenciação celular 
ocasionam vários tratamentos terapêuticos que estão em fase experimental, nesses tratamentos 
estão inclusos leucemias e neoplasias (Eitenmiller e Landen Jr, 1999).  
Cabe salientar ainda que o beta caroteno tem papel muito importante na saúde 
humana, apresentando atividade antioxidante e protegendo as células e tecidos dos efeitos dos 
radicais livres (Paiva e Russell, 1999), além de estar associado à prevenção do câncer e 
doenças do coração (Britton, 1995). Zeb (2011) estudou os efeitos da adição de beta caroteno 
em óleos de milho, canola e girassol, e verificou que não teve alteração significativa na 
composição dos ácidos graxos saturados com a adição do beta caroteno, já para os ácidos 
graxos insaturados, nos três óleos estudados, o beta caroteno atuou como pró-oxidante, 
principalmente em óleos com elevado teor de ácidos graxos insaturados. No óleo de girassol, 
os ácidos graxos insaturados foram oxidados mais rapidamente formando flavor desagradável 
e consequente sabor de ranço, por esse motivo, o uso de beta caroteno como pigmento em 
alimentos deve ser monitorado rigorosamente para evitar a degradação dos ácidos graxos 
insaturados. 
 
2.2.2 Tocoferóis e Tocotrienóis  
Os compostos; alfa, beta, gama e delta ( ,  ,   e  ) tocoferóis e tocotrienóis, 
mais conhecidos como Vitamina E, são derivados da estrutura cromanol (Abidi, 2003). Os 
tocoferóis e tocotrienóis não são os componentes majoritários nos óleos vegetais, mas a sua 
presença é imprescindível para a estabilidade dos ácidos graxos insaturados, evitando a sua 
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oxidação (Kamal-Eldin, 2005). Na Figura 4, está representada a estrutura dos tocoferóis e 
tocotrienóis. Eles são importantes compostos minoritários bioativos presente naturalmente nos 
óleos vegetais (Guinazi et al., 2009). Todas as formas de tocoferóis e tocotrienóis possuem 
coloração de incolor a amarelo pálido e apresentam aparência de um óleo viscoso (Eitenmiller 
e Landem Jr., 1999). São antioxidantes naturais e sua composição é especifica em cada tipo 
de óleo, sendo em alguns casos, parâmetro para identificação (De Greyt e Kellens, 2005) e 
também de adulteração. Tocoferóis ocorrem naturalmente apenas como álcoois livres, mas 
tocotrienóis podem ocorrer na forma esterificada (Kamal-Eldin, 2005). 
A análise desses compostos é possível por técnicas sensíveis, pois quando eles 
não são esterificados possuem forte fluorescência natural (Duggan et al., 1957), o que permite 
a sua detecção utilizando detectores de fluorescência. A metodologia oficial Ce 8-8g da 
AOCS (2009) utiliza detector de fluorescência para a quantificação de tocoferóis e 
tocotrienóis em óleos vegetais e em gorduras.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 Estruturas dos tocoferóis e tocotrienóis. Fonte: (Eitenmiller e Landem Jr., 1999) 
 
Os tocoferóis são substâncias pouco solúveis em água: de acordo com Dubbs e 
Gupta (1998), a solubilidade é de 20,9 mg.L
-1
 sob temperatura de 306,15 K; isso devido à 
repulsão entre as moléculas de água e de alfa tocoferol. Quando 10 % (em massa) de etanol 
anidro é adicionado na água, a solubilidade do α -tocoferol aumenta para 30,8 mg.L-1; no 
entanto quando adicionou-se 71 % de etanol anidro na água, a solubilidade aumentou para 
R
1 R2 R3  
CH3 CH3 H  -tocotrienol 
CH3 H CH3  -tocotrienol 
H CH3 CH3  -tocotrienol 
H H CH3  -tocotrienol 
R
1 R2 R3  
CH3 CH3 H  -tocoferol 
CH3 H CH3  -tocoferol 
H CH3 CH3  -tocoferol 
H H CH3  -tocoferol 
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9460 mg.L
-1
; isso ocorre pela forte atração entre as moléculas de alfa tocoferol com as 
moléculas de etanol. 
 
Tabela 1 Teor de tocoferóis (mg.kg
-1
) em diferentes variedades de óleos vegetais brutos 
 Tocoferol (mg.kg
-1
) Tocotrienol (mg.kg
-1
) 
    Óleo Alfa Beta Gama Delta Alfa Gama Delta 
Soja 9 - 352 ND - 36 89 - 2307 154 - 932 ND - 69 ND - 103 ND 
Arroz 49 - 583 ND - 47 ND - 212 ND - 31 ND - 627 142 - 790 ND - 59 
Gergelim ND – 3,3 ND 512 - 983 4 - 21 ND ND - 20 ND 
Palma 4 - 193 ND - 234 ND - 526 ND - 123 4 - 336 14 - 710 ND - 377 
Babaçu ND ND ND ND 25 - 46 32 - 80 9 - 10 
Fonte: Codex-Alimentarius (2015); ND: corresponde a Não Detectado. 
 
O óleo bruto de palma e óleo bruto de farelo de arroz são os óleos que apresentam 
maiores concentrações de tocotrienóis (Sen et al., 2007), o que pode ser comprovado pela 
Tabela 1, que apresenta a concentração de tocoferóis e tocotrienóis de alguns óleos vegetais. 
O alfa tocoferol é o tocoferol mais biologicamente ativo e o gama tocoferol é o 
tocoferol que apresenta maior poder antioxidante (O’Brien, 1998). De acordo com Boschin e 
Arnoldi (2011), leguminosas (grão de bico, soja, lentilha, tremoço, fava e ervilha) constituem 
uma fonte de vitamina E. A atividade da vitamina E presente nos legumes está relacionada 
com o seu teor de α -tocoferol, no entanto, quando os autores comparam a atividade da 
vitamina E presente nas sementes e no óleo extraído da mesma semente, a atividade 
antioxidante mostrou-se maior no óleo. 
Os tocoferóis podem atuar como antioxidantes ou pró-oxidantes em óleos vegetais 
dependendo da concentração presente. Huang et al. (1995) estudaram a eficácia dos tocoferóis 
individuais e suas misturas com o intuito de inibir a formação e decomposição de 
hidroperóxidos em óleos de milho e concluíram que o delta tocoferol apresentou ação 
antioxidante com concentrações inferiores a 2.000 mg.kg
-1
, já o gama tocoferol promoveu a 
formação de hidroperóxidos mas inibiu fortemente a sua decomposição em concentrações de 
até 5.000 mg.kg
-1
. Misturas de tocoferóis agiram como antioxidantes ou pró-oxidantes 
dependendo da concentração de alfa tocoferol na mistura, a concentração ótima das misturas 
de tocoferóis para aumentar a estabilidade oxidativa de óleos é determinada pela inibição da 
formação de hidroperóxidos e não pela inibição da decomposição de hidroperóxidos. De 
acordo com Huang et al. (1994), o alfa tocoferol apresentou máxima atividade antioxidante 
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com a adição de 100 mg.kg
-1
 no óleo de milho, enquanto o gama tocoferol apresentou máxima 
atividade antioxidante com a adição de 250 mg.kg
-1
 a 500 mg.kg
-1
. O alfa tocoferol 
apresentou pequena atividade pró-oxidante após a adição de 250 ppm. O gama tocoferol 
apresentou menor atividade antioxidante com adição de 100 mg.kg
-1
, porém aumentou a sua 
atividade antioxidante com o aumento da concentração adicionada, o gama tocoferol não 
apresentou atividade pró-oxidante. Os experimentos foram realizados na temperatura de 60 
o
C. 
De acordo com Adam et al. (2007), o aquecimento repetitivo do óleo de palma 
(180 
o
C) por um período de 10 minutos causou redução de 98 % dos três tocoferóis e 
tocotrienóis mais abundantes no óleo, já o aquecimento do óleo de soja por um período de 5 
minutos promoveu a perda dos tocoferóis majoritários do óleo de soja, no entanto, só 
conseguiu reduzir significativamente o nível de alfa tocoferol sem afetar os níveis de gama e 
delta tocoferol. Até 60 % de gama tocoferol, o qual é o mais abundante no óleo de soja, foi 
degradado por aquecimento repetido por cinco vezes. Os resultados desse estudo sugerem que 
a extensão da redução vitamina E não foi afetada apenas pela frequência de aquecimento, mas 
variou de acordo com as diferentes frações de vitamina E. Aquecimento parece ter um maior 
efeito na concentração de alfa e gama tocoferol e de alfa e gama tocotrienol e menor efeito 
sobre delta tocoferol e tocotrienol. 
Os tocoferóis e tocotrienóis estão relacionados com a ação preventiva a radicais 
livres em sistemas biológicos, como plasma, membranas e tecidos; inibição da oxidação das 
lipoproteínas de baixa densidade (LDL), que são relacionadas a doenças cardiovasculares. 
Além de estarem relacionados com a prevenção do câncer e proteção do sistema nervoso (Sen 
et al., 2006). 
 
2.3 Refino de óleos vegetais 
Óleos e gorduras vegetais são produtos constituídos principalmente de 
acilgliceróis de ácidos graxos de origem vegetal, que podem conter pequenas quantidades de 
outros lipídios como, fosfolipídios, constituintes insaponificáveis e ácidos graxos livres 
naturalmente presentes nos óleos ou gorduras (ANVISA, 2012). De acordo com a Agência 
Nacional da Vigilância Sanitária, ANVISA (2012) os óleos e gorduras refinados (exceto óleo 
de oliva refinado e óleo de bagaço de oliva refinado) a acidez máxima permitida é de no 
máximo 0,6 mg KOH.g
-1
; para os óleos prensados a frio e não refinados a acidez máxima 
permitida é de 4,0 mg KOH.g
-1
; óleo ou gordura de palma bruto a acidez máxima permitida é 
de 5 g (100 g de óleo)
-1
; azeite de oliva extra virgem a acidez máxima permitida é de 0,8 g 
Capítulo 2                                                                                                                                 32 
 
(100 g ácido oleico)
-1
; azeite de oliva refinado a acidez máxima permitida é de 0,3 g (100 g 
ácido oleico)
-1
; azeite de oliva virgem a acidez máxima permitida é de 3,3 g (100 g ácido 
oleico)
-1
 e óleo de bagaço de oliva refinado a acidez máxima permitida é 0,3 g (100 g ácido 
oleico)
-1
. De acordo com a metodologia oficial AOCS Ca 5a-40 (AOCS, 2009) para converter 
os valores de acidez expressos em mg.KOH g
-1 
(mg de KOH necessário para neutralizar 1 g 
de amostra) para % de ácidos graxos livres deve-se dividir o valor da porcentagem por 1,99. 
A extração dos óleos vegetais pode ser realizada tanto por extração sólido-liquido 
com uso de solvente quanto por prensagem. O hexano é o solvente mais utilizado por ele ser 
um solvente mais barato e mais eficiente em termos de rendimento de óleo, além de ser de 
fácil recuperação (Serrato, 1981). Para os óleos serem destinados ao consumo humano, grande 
parte deles necessitam passar por etapas de refino como: degomagem, remoção de ceras, 
clarificação, desacidificação e desodorização. A desacidificação ou remoção dos ácidos 
graxos livres (AGL) é a etapa mais importante do refino, pois está relacionada com os custos 
econômicos do processo devido ao rendimento de óleo (Antoniassi et al., 1998). Não são 
encontrados ácidos graxos livres em tecidos vivos, eles são formados por ação de enzimas 
(lipases) após a colheita das oleaginosas ou do abate animal (Bhosle e Subramanian, 2005). A 
formação dos ácidos graxos de cadeia curta por hidrólise gera sabor e odor de ranço nos 
produtos, sendo uma reação indesejada que deve ser evitada. 
Industrialmente, a desacidificação é realizada por método químico ou físico. O 
método químico é o mais utilizado industrialmente, pois reduz o teor de ácidos graxos livres a 
níveis aceitáveis pela legislação (inferiores a 0,3 %). Para a desacidificação pelo método 
químico, soda cáustica é utilizada para a neutralização e é aplicável para óleos com 
concentrações moderadas de AGL; mas quando presentes em concentrações elevadas, não é 
indicado resultar em perdas de óleo devido à formação de sabão e arraste mecânico de óleo 
nas emulsões (Hartman, 1971).  
O método físico está baseado na remoção dos AGL por injeção de vapor d’água 
para dessorção sob vácuo; está baseado na diferença de ponto de ebulição dos ácidos graxos 
livres e dos triacilgliceróis à pressão e temperatura de trabalho. O processo é realizado à 
temperatura e pressão de 463,15 a 543,15 K e 400 Pa a 1333,2 Pa, respectivamente. Sob essas 
condições, os AGL, componentes voláteis e componentes do flavor podem ser removidos do 
óleo, tanto por volatilização como é o caso dos ácidos graxos de cadeia curta, triacilgliceróis, 
acilgliceróis parciais e nutracêuticos (as perdas de tocoferóis podem variar de 30 % a 60 %) 
(O’Brien, 1998), quanto por degradação térmica, como é o caso dos carotenóides, quando 
presentes nos óleos vegetais (Meirelles et al., 2010).  
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De acordo com Tasan e Demirici (2005), durante o refino químico do óleo de 
girassol as maiores reduções de tocoferóis e tocotrienóis se dão na etapa de degomagem, 
neutralização seguida pela etapa de desodorização. Durante o refino físico, as maiores perdas 
ocorrem na etapa de desacidificação. Os mesmos resultados foram encontrados por Alpaslan 
et al. (2001). El-Mallah et al. (2011) verificaram que as maiores perdas de compostos 
minoritários (tocoferóis totais) durante o refino químico do óleo de algodão ocorreram na 
etapa de desacidificação e desodorização, a clarificação apresentou maiores influências na 
degradação dos esteróis presentes no óleo devido à acidez da terra de clarificação, que 
converte os esteróis em compostos com outras estruturas químicas, chamados componentes de 
estireno. A composição em triacilgliceróis do óleo praticamente não é afetada pelas etapas de 
refino químico. Van Hoed et al. (2006) estudaram as perdas dos compostos minoritário do 
óleo de farelo de arroz durante o refino químico e observaram perdas significativas nos teores 
de gama orizanol, além de alterações na composição dos fitoesteróis individuais. Devido à 
volatilidade relativamente alta, os fitoesteróis e tocotrienóis foram removidos do óleo de 
farelo arroz durante a desodorização e concentraram-se no destilado. Ao mesmo tempo o  -
orizanol não é suficientemente volátil para ser removido durante a desodorização, portanto, a 
concentração gama orizanol não é alterada após a desodorização.  
O refino com solvente ou extração líquido-líquido, é uma alternativa aos 
processos convencionais de desacidificação. A remoção dos ácidos graxos livres se dá pela 
diferença de solubilidade entre os ácidos graxos livres e os triacilgliceróis na presença de um 
solvente (Thomopoulos, 1971). O método baseia-se na extração seletiva dos AGL presentes 
nos óleos por solventes (álcoois de cadeia curta) que possuem maior afinidades pelos AGL do 
que pelos demais compostos presentes nos óleos a serem desacidificados. Esse método 
apresenta as seguintes vantagens: menor perda de óleo quando comparado com o refino 
químico (Hamm, 1983), o processo é realizado à temperatura ambiente e à pressão 
atmosférica, submetendo o óleo a tratamentos mais brandos e reduzindo custos energéticos, 
além de evitar a formação de resíduos, uma vez que o solvente é facilmente recuperado pela 
diferença do ponto de ebulição dos ácidos graxos, triacilgliceróis e solvente. Esse processo 
pode ser realizado por evaporação ou destilação em temperaturas inferiores a 80 °C (Pina e 
Meirelles, 2000). O equilíbrio líquido-líquido foi amplamente estudada por outros autores 
(Rodrigues, C. et al., 2003; Rodrigues, C. E. C. et al., 2007; Dalmolin et al., 2009; Lanza et 
al., 2009; Priamo et al., 2009; Chiyoda et al., 2010; Da Silva et al., 2010a; Da Silva et al., 
2010b; Ansolin et al., 2013).  
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A escolha do solvente para a extração dos ácidos graxos livres deve ser realizada 
observando a diferença de polaridade entre os ácidos graxos (extremidade polar) e os 
triacilgliceróis (extremidade apolar). A adição de água no solvente reduz a capacidade de 
extração dos ácidos graxos livres, mas melhora a seletividade do solvente, o que significa 
menores perdas de óleo (Rodrigues et al., 2003; Rodrigues et al., 2007). A temperatura 
também apresenta influência nos resultados do equilíbrio líquido-líquido, além da 
concentração de ácidos graxos livres e da presença de água, com o aumento da temperatura, a 
solubilidade dos sistemas aumenta, aumentando a perda de óleo (Ansolin et al., 2013; Oliveira 
et al., 2012). 
Na indústria química, grandes quantidades de solventes são utilizadas para 
obtenção do produto final. Os solventes impactam nos custos e na segurança do processo e 
também em questões de saúde. A ideia de solventes verdes expressa o objetivo de minimizar 
o impacto ambiental resultante da utilização de solventes (Capello et al., 2007). 
Solventes verdes são aqueles que têm baixa toxicidade, são fáceis de reciclar, são 
inertes e não contaminam o produto (Kerton e Marriott, 2013). De acordo com Kerton e 
Marriott (2013), solventes de origem biológica são nominalmente verdes, bioetanol, por 
exemplo, é um bom solvente para ser utilizado no Brasil, porém pode não ser disponível 
facilmente em outras partes do mudo. De acordo com Rodrigues et al. (2005) etanol é um 
bom solvente por apresentar baixa toxicidade e baixa perda de compostos nutracêuticos.  
De acordo com Mohsen-Nia e Dargahi (2007), o etanol mostrou-se o melhor 
solvente para a desacidificação de sistemas contendo óleo de milho + ácido oleico + metanol 
ou etanol, nas temperaturas de 30 °C e 40 °C. A extração de ácidos graxos livres usando 
solvente já foi estudada por outros autores, onde constatou-se que a desacidificação é viável 
com álcoois de cadeia curta, especialmente com etanol anidro. De acordo com Batista et al. 
(1999), etanol é bastante seletivo para sistemas contendo óleo de canola refinado + ácido 
oleico + álcool nas temperaturas de 10 °C, 20 °C e 30 °C.  
Quanto à distribuição dos compostos minoritários em experimentos de equilíbrio 
líquido-líquido utilizando etanol como solvente, os compostos minoritários, tocoferóis, 
tocotrienóis e carotenóides, ficam preferencialmente retidos no óleo refinado (Rodrigues, 
2003; Rodrigues, et al., 2004; Goncalves et al., 2007; Ansolin et al., 2013). 
 
2.4 Equilíbrio Líquido-Líquido (ELL) 
O estudo do ELL tem grande importância para o planejamento, projeto e análise 
de várias operações e processos na indústria química e de alimentos. Extração líquido-líquido 
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pode ser usada para purificar líquidos alimentícios sem a perda de compostos nutracêuticos 
(Meirelles et al., 2010). Os equipamentos para extração líquido-líquido podem ser 
configurados por estágios ou por contato diferencial, que envolve a dispersão de uma fase 
líquida na forma de pequenas gotículas dentro de outra fase com restrição de solubilidade, 
com o objetivo de extrair algum componente da corrente de alimentação pelo uso de um 
solvente (Batista et al., 2009).  
Muitos pares de espécies químicas, quando misturas a uma certa faixa de 
composições para formar uma única fase líquida, podem não satisfazer o critério da 
estabilidade. Consequentemente, nessa faixa de composições, tais sistemas se dividem em 
duas fases líquidas com composições diferentes. Se essas fases estão em equilíbrio 
termodinâmico, chama-se equilíbrio líquido-líquido, que é importante em operações 
industriais, como por exemplo extração com solvente (Smitht et al., 2000). 
Os critérios para o equilíbrio líquido-líquido são a uniformidade de temperatura 
(T), pressão (P) e da fugacidade if

de cada espécie química nas fases. 

 IIi
I
i ff  
(1) 
 
Com a adição dos coeficientes de atividades a equação se torna: 
II
iii
I
iii fxfx    (2) 
Se cada espécie pura está na forma de líquido no sistema, i
II
i
I
i fff  , então: 
iiii xx    (3) 
Onde i corresponde ao coeficiente de atividade de cada composto; ix corresponde a fração 
molar de cada componente i, e I e II correspondem as fases em equilíbrio líquido-líquido. Os 
coeficientes de atividade I
i
 e II
i
 apresentam a função, RTGE / , desta maneira, são 
funcionalmente idênticos, distinguindo matematicamente somente pelas frações molares. Para 
um sistema contendo N espécies químicas, tem-se as equações 4 e 5 
),,....,,,( 1321 PTxxxx
I
N
III
i
I
i    (4) 
),,....,,,( 1321 PTxxxx
II
N
IIIIII
i
II
i    (5) 
 
Com as equações 4 e 5 pode-se escrever N equações de equilíbrio com 2 N 
variáveis intensivas (T, P e N-1 frações molares independes de cada fase). De acordo com a 
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regra das fases de Gibbs, há um total de 2C – 1 variáveis em cada ponto experimental, onde C 
é o número de componentes. 
O equilíbrio líquido-líquido ocorre em uma faixa de temperatura e para cada 
condição isotérmica existe uma faixa de composição em que a separação de fases ocorre. Os 
dados são geralmente apresentados na forma de linhas de amarração ou tie lines, cada uma 
das linhas pode ser nomeada pelas frações molares dos componentes nas duas fases em 
equilíbrio x
I
1, x
I
2,.... x
I
c-1,   x
II
1, x
II
2,.... x
II
c-1 onde C é o número de componentes.  
A dificuldade na medida experimental de dados de ELL está no estabelecimento 
do equilíbrio e também na análise das fases em equilíbrio, principalmente à medida que 
aumenta-se o número de componentes (Stragevitch, 1997). 
A Figura 5 apresenta um diagrama de fases ternário com dois componentes 
parcialmente miscíveis. 
 
 
Figura 5 Diagrama de Equilíbrio Líquido-Líquido ternário. 
 
A curva DNPLE corresponde a curva binodal; as misturas compostas pelos 
componentes do sistema que estão localizada fora da região delimitada por esta curva 
correspondem a misturas homogêneas, diferentemente das misturas localizadas dentro da área 
delimitada pela curva DNPLE que são referentes a misturas heterogêneas, ou seja, há a 
formação de duas fases em equilíbrio líquido-líquido. A mistura de composição dada pelo 
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ponto M, por estar dentro da região heterogênea, será separada em duas fases líquidas e 
imiscíveis com composições dada pelos pontos N e L; esses pontos são unidos pela linha de 
amarração (tie line); o ponto M deve estar localizado sobre a linha L N, sendo este, o ponto de 
mistura. O ponto P corresponde ao ponto crítico, ou plait point; nesse ponto, os dois 
segmentos da curva binodal se encontram. As tie lines diminuem de comprimento com o 
aumento da concentração do composto C até o ponto crítico, onde são formadas duas fases de 
composição e densidade iguais (Treybal, 1981). A Figura 2 pode ser apresentada também no 
formato de um triângulo retângulo, onde o eixo x corresponde à fração mássica de solvente 
adicionada ao sistema e determinada em cada fase em equilíbrio líquido-líquido e o eixo y 
corresponde fração mássica de ácidos graxos livres adicionada ao sistema e determinada em 
cada fase em equilíbrio líquido-líquido. O teor de óleo será determinado pela diferença das 
frações mássicas dos demais componentes. 
De acordo com Treybal (1980) a influência da pressão no equilíbrio líquido-
líquido é muito pequena e pode ser ignorada, diferente da temperatura que aumenta a 
solubilidade mutua entre os componentes do sistema influenciando na inclinação das tie lines.  
O coeficiente de distribuição dos componentes no sistema é determinado pela equação 
6 
I
i
II
i
i
w
w
K   
(6) 
Sendo que o sobrescrito corresponde à fase, no caso, a fase II  rica no componente B e a fase 
I  rica no componente A, neste caso, o coeficiente de distribuição do componente C nas fases 
é maior que 1. 
 
2.5 Cromatografia líquida e espectrometria de massas 
Cromatografia liquida de alta eficiência (HPLC) é atualmente a principal técnica 
para análise química e aplicações relacionadas com a capacidade de separar e purificar 
compostos (Snyder et al., 2012), tem a capacidade de separar um grande número de 
compostos similares (Collins et al., 2006).  
A Figura 6 apresenta um esquema de um cromatógrafo líquido.  
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Figura 6 Esquema de uma cromatógrafo líquido. Fonte: Snyder et al. (2012) 
 
O sistema de cromatografia líquida é composto por reservatório de solventes, 
bomba, que pode ser isocrática, binária ou quaternária, sistema de injeção, coluna e detector 
(Snyder et al., 2012). A separação ocorre dentro da coluna cromatográfica, que consistem em 
um tubo cilíndrico preenchido com partículas esféricas, quando esta coluna é utilizada para 
separação de compostos em fase reversa ou fase normal. As colunas podem também ser 
preenchidas por partículas irregulares. Estas partículas são, na sua grande maioria, partículas 
de sílica com determinado tamanho de poro. Cada poro é coberto com fase estacionária, por 
exemplo, grupos C18 que são ligados a partícula de sílica (Snyder et al., 2012). 
Existem diversos modos de cromatografia, separação em fase normal, fase 
reversa, troca iônica, interação hidrofílica, entre outros. A cromatografia em fase reversa 
consiste na separação utilizando coluna apolar (Coluna C18, por exemplo) e a fase móvel uma 
mistura de água com solventes orgânicos (acetonitrila, metanol, por exemplo), é bastante 
empregada para separação de amostras solúveis em água. A separação em fase normal 
consiste na utilização de uma coluna de sílica, polar, e a fase móvel composta por mistura de 
solventes orgânicos (heptano, tolueno, por exemplo). É aplicável principalmente para 
separação de moléculas não solúveis em solventes aquosos e separação de isômeros (Snyder 
et al., 2012) 
Na cromatografia liquida em fase normal (NP), alfa, beta, gama e delta tocoferol e 
alfa, gama e delta tocotrienol são eluidos em ordem crescente de polaridade; a separação é 
baseada no número e ordem do grupo metil (CH3) no anel cromanol. Quando a separação é 
realizada em fase reversa (RP) (fase móvel polar, fase estacionária apolar), não há boa 
separação dos isômeros de tocoferol, beta e gama tocoferol (Eitenmiller e Lee, 2004).  
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Grande parte dos estudos que quantificam vitamina E em alimentos utilizam NP, 
pois a coluna de sílica para fase normal suporta a injeção direta de óleo, o que simplifica 
muito a análise desses compostos em óleos e gorduras (Eitenmiller e Lee, 2004). De acordo 
com Gliszczynska-Swiglo e Sikorska (2004), até 2 mg de óleo solubilizado em determinado 
solvente pode ser injetada diretamente sem influenciar na resolução, detecção ou vida útil da 
coluna de NP. Diferente da cromatografia em fase normal, estudos conduzidos em RP 
reportam picos combinados dos isômeros beta e gama tocoferol. Para muitos alimentos esse 
efeito não é importante devido o beta tocoferol não ser usualmente encontrado em alimentos 
ou estar presente em quantidades menores a não serem detectadas (Eitenmiller e Lee, 2004). 
De acordo com Gliszczynska-Swiglo e Sikorska (2004) a não separação do beta e gama 
tocoferol no caso de óleos vegetais comestíveis introduz um pequeno erro na quantificação 
desses isômeros, essas quantidades são comparadas ou mesmo menores que os valores de 
desvios da concentração de beta + gama tocoferol. O óleo de gérmen de trigo contém a maior 
quantidade de beta tocoferol, aproximadamente 71 mg.100 g
-1
 (Packer, 1992). 
O uso de pressões extremamente altas na cromatografia líquida pode aumentar a 
eficiência e reduzir o tempo de análise para colunas empacotadas com partículas pequenas 
(Macnair et al., 1997). Os equipamentos para cromatografia liquida de alta eficiência (HPLC) 
trabalham com pressões entre 0,01 MPa até 35 MPa (Collins et al., 2006). A cromatografia 
líquida de ultra eficiência (UPLC) trabalha a pressões até 120 MPa (Wu et al., 2001).  
O detector mais utilizado para análise de tocoferóis é o detector de fluorescência, 
considerado mais sensível e seletivo que o detector UV, porém é menos sensível que o 
detector eletroquímico (Eitenmiller e Lee, 2004). Bele et al. (2013), Gliszczynska-Swiglo e 
Sikorska (2004), Silva et al. (2011) e Abidi, (2003) são alguns exemplos de trabalhos que 
usam detector de fluorescência para análise de vitamina E. Para análise dos carotenóides o 
detector mais utilizado para quantificação é o detector arranjo de diodos (DAD), no entanto os 
espectros de alguns carotenóides é muito parecido (beta caroteno e zeaxantina) e isso dificulta 
a identificação de coeluições (Feltl, 2005). Diversos autores, para determinação de 
carotenóides, utilizam além do detector arranjo de diodos, espectrômetro de massas (Crupi et 
al., 2010 e De Rosso e Mercadante, 2007). 
O detector espectrômetro de massas (MS) apresenta vantagens como alta 
seletividade, quando opera no modo de monitoramento de íons (SIM), permite a quantificação 
de picos sobrepostos, tem boa detectabilidade, avalia a pureza do pico, confirma a pureza do 
analito mediante a informação da massa molar e estrutural, sendo essa a característica mais 
relevante do detector (Collins et al., 2006). O espectrômetro de massas (MS) é composto por 
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três partes: fonte de íons, separador ou filtro de massas/carga e detector (Moraes e Lago, 
2003), conforme apresentado na Figura 7. Após a injeção no MS ocorre a produção de íons 
pela fonte de ionização, uma vez que o MS só detecta espécies carregadas, formados os íons 
eles são analisados pelo analisador de acordo com a sua razão massa/carga (Collins et al., 
2006). 
 
Figura 7 Esquema de um espectrômetro de massas. Fonte Banerjee e Mazumdar (2012) 
 
A fonte de ionização tem como finalidade remover o solvente da amostra, ioniza-
la e transferi-la para a fonte de íons (Collins et al., 2006). Essa apresenta o maior número de 
diferentes estratégias, isso se deve à grande variedade de tipos de amostras e espécies de 
interesse. Amostras sólidas, líquidas ou gasosas contendo espécies voláteis ou não e com 
interesses voltados desde a análise elementar até a composição de proteínas requerem 
diferentes processos de ionização (Moraes e Lago, 2003). De acordo Collins et al. (2006) e 
com pesquisas realizados por Abian (1999), eletrospray (ESI) e ionização química a pressão 
atmosférica (APCI) são fontes de ionização que constituem a maior parte das fontes de 
ionização utilizadas em cromatografia líquida acoplada a detector de massas (LC/MS).  
O ESI tem como principal vantagem a dessolvatação ocorrer lentamente em 
temperaturas relativamente baixas (da temperatura ambiente até normalmente no máximo 80 
o
C), com isso não ocorre a formação de fragmentos e de molécula ionizadas, com isso os íons 
gerados na fase gasosa mantêm exatamente a mesma estrutura e carga das espécies em 
solução o que é ótimo para análise de compostos não voláteis. Mas isso não ocorre para todas 
as espécies (Moraes e Lago, 2003). De acordo com Snyder et al. (2012) a interface de 
ionização ESI é mais utilizada para amostras bioanaliticas, pois é uma técnica de ionização 
em que a degradação do analito é menos provável de acontecer. A ionização por electrospray 
envolve a formação de um spray eletrostático, a partir do qual são geradas pequenas gotas 
carregadas e destas são liberados os íons (Moraes e Lago, 2003). A Figura 8 apresenta um 
esquema da interface eletrospray com o espectrômetro de massas.  
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Figura 8 Esquema de uma interface eletrospray. Fonte: Snyder (2012) 
 
A Figura 9 apresenta um esquema de ionização utilizando a técnica ESI. O 
mecanismo básico de ionização ocorre da seguinte maneira; ocorre a formação das gotículas 
carregadas, então ocorre a contração das gotículas carregadas por evaporação do solvente, 
Nitrogênio é utilizado para evaporar a solvente, quando o raio das partículas for menor do que 
o raio de Rayleigh, ocorre a fissão das gotículas em gotículas ainda menores, até que os íons 
vão para o estado gasoso e entram no espectrômetro de massas. 
 
 
Figura 9 Esquema de uma interface eletrospray. Fonte: Snyder (2012) 
 
O espectrômetro de massas não é muito utilizado para análise de vitamina E 
devido à dificuldade envolvendo a ionização das moléculas apolares (Bustamante-Rangel et 
al., 2007). De acordo com Lauridsen et al. (2001), cromatografia líquida acoplada ao detector 
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de espectrometria de massas do tipo tandem tandem quadrupolo (detector massa/massa) 
acoplado a fonte de ionização APCI para análise de vitamina E, mostrou-se uma técnica 
conveniente e sensível para análise de tocoferóis em amostra de extrato biológico. A fonte 
ESI não é comumente usada em amostras de alimentos, pois matrizes de alimentos são 
geralmente mais complexas que amostras clinicas para quantificação de tocoferóis e 
tocotrienóis (Bustamante-Rangel et al., 2007).  
Lanina et al. (2007) avaliaram as técnicas de ionização ESI e APCI, nos modos 
positivos e negativos para a determinação de alfa, gama, beta e delta tocoferol em amostras de 
óleo de girassol (para análise dos tocoferóis do óleo de girassol foi realizada a saponificação 
do óleo) e leite. Ambas as técnicas, ESI e APCI, no modo positivo não foram eficientes e 
procedeu via dois mecanismos competitivos, formação de íon molecular e formação de íon 
protonado pseudo molecular, que influenciaram na repetibilidade do sinal detector MS. A 
ionização no modo negativo produz apenas íons pseudo moleculares desprotonados do 
composto de interesse. Isso faz com que a técnica seja mais sensível para ESI e APCI. De 
acordo com os estudos realizados pelos autores; fase móvel composta por metanol: água 
(95:5, v/v) foi preferível pois aumenta o ganho no sinal do detector MS tanto para ESI quanto 
para APCI, comparando com a fase composta por acetonitrila: água. A fonte de ionização 
APCI no modo negativo mostrou-se mais conveniente que a ESI, pois ela forneceu menores 
limites de detecção e maior faixa linear para determinação dos tocoferóis em alimentos. 
Grande parte das metodologias para análise de carotenóides utiliza fonte de 
ionização APCI devido à ausência de locais de protonação nas moléculas de carotenóides 
(Feltl, 2005). A sensibilidade da detecção ESI-MS é de duas ordens de magnitude superior à 
detecção UV / VIS (por exemplo, limite de detecção de 0,7 pmol (picomol, 1 pmol = 1.10
-
12
Mol) para beta caroteno). APCI em modo positivo e o modo negativo apresentaram limites 
de detecção 1-13 pmol, ligeiramente superior à medida ESI. APCI tem uma faixa dinâmica 
linear mais ampla do que ESI (em pelo menos três ordens de grandeza) (Feltl, 2005).  
Rivera et al. (2011) estudaram diferentes técnica de ionização, APCI, ESI e APPI 
(fotoionização a pressão atmosférica) para diversos carotenóides, dentre eles beta caroteno, 
licopeno, zeaxantina e luteína. Os autores concluíram que para todas as técnicas de ionização 
foi possível identificar as características de transição de cada caroteno resultando na 
identificação correta dos mesmos, no entanto o APCI mostrou-se ser uma técnica mais 
poderosa para ionizar os carotenóides do que ESI e APPI. Rivera et al. (2011) concluíram 
também que as configurações químicas semelhantes de muitos carotenóides tornam difícil a 
identificação e a distinção de alguns carotenóides em diferentes matrizes. 
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2.6 Validação de metodologia analítica 
A validação de um procedimento analítico objetiva demonstrar que o mesmo é 
adequando aos objetivos propostos. A validação visa garantir a qualidade metrológica dos 
resultados analíticos, conferindo-lhes rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade 
(Ministério da Agricultura, 2011). De acordo com AOAC (2012), o objetivo da validação de 
um método de análise é demonstram ou confirmar a performance característica da 
metodologia de análise. A validação se aplica a um operador específico, laboratório, 
equipamento utilizando o método em uma faixa de concentração razoável e período de tempo. 
A validação de um método de análise resulta em especificações de confiabilidade e 
aplicabilidade do método. 
Um método de análise é um conjunto de instruções a partir da preparação da 
amostra teste para a notificação dos resultados, essas instruções devem ser seguidas para a 
aceitabilidade dos resultados (AOAC, 2012). 
Os parâmetros analíticos mais comuns encontrados para validação de um método 
de separação analítica são: exatidão, seletividade, precisão, linearidade, faixa de aplicação, 
limites de detecção e de quantificação e robustez (Ribani et al., 2004). 
A exatidão de um método analítico descreve a proximidade dos resultados obtidos 
pela metodologia desenvolvida de um valor de referência (FDA, 2001).  
A precisão de um método analítico descreve a proximidade de medidas 
individuais de um analito quando o procedimento é aplicado repetidamente a alíquotas 
múltiplas de uma determinada amostra. A precisão deve ser determinada em cada nível de 
concentração e não deve exceder 15 % do coeficiente de variação (CV), exceto para o limite 
de quantificação inferior, onde não deve exceder 20 % do CV. A precisão é subdividida em 
intra-ensaio, precisão intra-lote ou repetibilidade, que avalia a precisão durante uma única 
corrida analítica, e entre-lotes ou entre-ensaios, que mede a precisão com o tempo, e pode 
envolver diferentes analistas, equipamentos, reagentes e laboratórios (FDA, 2001). 
A linearidade corresponde à capacidade do método em fornecer resultados 
diretamente proporcionais à concentração da substância dentro de uma determinada faixa de 
aplicação (ICH, 2005). A curva de calibração pode ser preparada na mesma matriz biológica 
como as amostras por adição de concentrações conhecidas de analito. O número de padrões 
usados na construção da curva de calibração pode ser uma função do intervalo esperado e da 
natureza da relação analito/ resposta. As concentrações dos padrões devem ser escolhidos 
baseados na faixa de concentração esperada em um determinado estudo (FDA, 2001) 
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O limite de detecção do procedimento analítico é a menor quantidade de analito 
presente na amostra que pode ser detectado, mas não necessariamente quantificado como um 
valor exato, já o limite de quantificação é a menor quantidade de analito numa amostra que 
pode ser determinada quantitativamente com precisão e exatidão (ICH, 2005). O limite de 
detecção pode ser determinado como 3 vezes a relação sinal/ruído e o limite de quantificação 
como 10 vezes a relação sinal/ruído (AOAC, 2012). 
A seletividade é a habilidade do método analítico para diferenciar e quantificar o 
analito na presença de outros componentes da amostra (FDA, 2001). 
A robustez de um procedimento analítico é uma medida da sua capacidade de 
permanecer inalterado por pequenas variações deliberadas dos parâmetros do método, 
fornecendo uma indicação da sua confiabilidade durante o uso normal (ICH, 2005). De acordo 
com ICH (2005) para determinar a robustez de um método analítico são variados parâmetros 
da metodologia como, temperatura da coluna, pH da fase móvel, composição da fase móvel, 
tipo de coluna entre outros.  
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Abstract 
Ultra Performance Liquid Chromatography – electrospray ionization-mass spectrometry 
(UHPLC/ESI/MS) methodology was adapted for identification and quantification of 
tocopherols and tocotrienols in vegetable oils with no derivatization or sample preparation 
steps. The UHPLC analysis  was performed using a C18 column and mobile phase composed 
of methanol: water: ammonium hydroxide (99:1:0.1 v/v/v) and isopropanol. A single mass 
spectrometer with electrospray on negative mode was used as a detector for tocopherols and 
tocotrienols. The samples were diluted in isopropanol. The limit of quantification for 
tocopherols was 0.006 µg mL
-1
 and the linear range was 0.006 to 0.01 µg mL
-1
, for 
tocotrienols the limit of quantification was 0.002 µg mL
-1
 and the linear range of analysis was 
0.002 to 0.003 µg mL
-1
. The correlation coefficients were higher than 0.99, indicating that the 
method has suitable linearity. The methodology has proven to be precise, reproducible, and 
robust for the parameters studied. 
 
 
 
KEYWORDS: vegetable oil; tocopherol; tocotrienol; mass spectrometry; electrospray 
ionization (ESI) 
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3.1 Introduction  
Vitamin E refers to a group of eight different compounds including alpha, beta, 
gamma, and delta tocopherols and tocotrienols (Abidi, S., 2003). Although they are not the 
major components in vegetable oils, their presence is essential for the stability of unsaturated 
fatty acids, preventing oxidation reactions (Kamal-Eldin, A., 2005).  
For identification and quantification of tocopherols and tocotrienols, high 
performance liquid chromatography (HPLC) technique has been widely used, coupled to 
fluorescence, diode array and mass spectrometer detectors (Bernal, Mendiola, Ibanez, et al., 
2011). 
Chromatographic separation can be performed by normal phase (NP) or reversed 
phase chromatography (RP). The NP can separate alpha, delta, beta, and gamma tocopherols 
and tocotrienols, while the RP cannot separate the positional isomers beta and gamma 
tocopherols. For the majority of foods this effect is not important because beta tocopherol is 
usually present in a low or non-detectable levels (Eitenmiller e Lee, 2004). The NP is more 
frequently used, once the oil diluted in solvent can be injected directly onto a silica column, 
which greatly simplifies the determination of tocopherols and tocotrienols in fats and oils 
(Eitenmiller e Lee, 2004). As reported by Gliszczynska-Swiglo e Sikorska (2004), in the case 
of edible vegetable oils, the combined peaks of beta and gamma tocopherols introduce a 
rather small error in quantification of these isomers, since these quantities are comparable or 
even smaller than the deviation values obtained for the concentration of beta + gamma 
tocopherols.  
Unesterified tocopherols possess strong natural fluorescence, allowing the use of 
sensitive analytical techniques for detection (Duggan, Daniel E. et al., 1957), including UV, 
fluorescence, electrochemical, or evaporative light-scattering detectors. Fluorescence detector 
is the most commonly used to quantify tocopherols and tocotrienols, which is considerably 
more sensitive and selective than UV, but less sensitive than electrochemical detectors 
(Eitenmiller e Lee, 2004). Several authors have investigated fluorescence detector for analysis 
of tocopherols and tocotrienols (Bele et al.(2013) Gliszczynska-Swiglo e Sikorska (2004); 
Silva et al.(2011) Reis et al. (2013) Shammugasamy et al. (2014) and Tsochatzis e Tzimou-
Tsitouridou (2014). Wong et al. (2014) developed a methodology to quantify tocopherols and 
tocotrienols in oil and margarine samples, separated by Ultra Performance Liquid 
Chromatography (UPLC) coupled to a Photodiode Array (PDA) and fluorescence detector 
(FL). Methodologies using mass spectrometer as the detector were developed to quantify 
tocopherols and tocotrienols in different matrices. Tarvainen et al. (2012), Gornas et al. 
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(2014), and Zarrouk et al. (2010) investigated  samples subjected to pretreatment before 
Liquid Chromatography (LC). In general, pretreatments include extraction procedures or 
derivatization of the analytes, while classical extractions require high amounts of solvents and 
sometimes provide very little selectivity (Pawliszyn, 2003). According to Pichon (2000), the 
sample preparation in traditional methods, such as liquid-liquid extraction, requires large 
volumes of organic solvents, with relatively high cost. Solid phase extraction (SPE) is also a 
pretreatment, taking less time and requiring less solvent. However, this technique is 
associated with the extraction of compounds with a wide range of physicochemical properties, 
which can appear at the different SPE steps. For example, despite non polar compounds are 
efficiently retained on C18 sorbents, their desorption may be impaired by the great retention 
on hydrophobic sorbents. According to Halket et al. (2005), the derivatization, by definition,  
induces to changes in the chemical structure of the sample, and artifacts can be formed under 
harsh conditions, thus it should be avoided. 
The purpose of this study was to adapt a methodology to quantify tocopherols and 
tocotrienols in vegetable oils, using reverse phase and Ultra High Performance Liquid 
Chromatography (UHPLC) with mass spectrometer with interface of Electrospray Ionization 
(ESI) to samples ionization, with no pretreatment or prior extraction of the compounds of 
interest.  
 
3.2 Experimental 
3.2.1 Equipment 
The LC-MS analysis was performed using a Waters Acquity SQD/UPLC system 
(Mildford, MA, USA), equipped with a photodiode array (PDA) detector, single-quadrupole 
mass spectrometer system with ESI interface, automatic injector, a quaternary pump, and a 
column oven. An Accquity UPLC BEH C18 column, 1.7 µm, 2.1 x 100 mm was used. 
Instrument control and data acquisition was performed using the MassLynx software.  
 
3.2.2 Material 
Corn, soybean, cottonseed, canola, golden flaxseed, olive, and rice bran oils were 
purchased at a local supermarket. Brazil nut and buriti oils were donated by Beraca Sabará 
Químicos e Ingredientes S.A (Belém, Brazil). The solvents used were methanol and 
isopropanol, both with HPLC grade (J. T. Backer, USA), milli-Q water, and ammonium 
hydroxide (28 - 30 %) with HPLC grade (J. T. Backer, USA) was used as a mobile phase 
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additive. The standards were α, β, γ and δ tocopherols  (Merck, USA) and α, γ and δ 
tocotrienols (Chromadex, USA). 
3.3 Procedures 
 
3.3.1 Oil Characterization 
The oils were characterized for free fatty acid (FFA) content, water content, and 
fatty acid composition. The free fatty acid content was assessed according to the official 
method 2201 of the IUPAC (IUPAC, 1992), and the titration was performed with an 
automatic titrator (Metrohm, Titrando 808, Herisau, Switzerland). Water content was 
determined according to the AOCS Ca 2e – 84 method (AOCS, 2009) by Karl Fisher titration 
(Metrohm, Switzerland). The fatty acid composition was determined by gas chromatographic 
analysis of fatty acid methyl esters, according to the official AOCS Ce 1-62 methodology 
(AOCS, 2009). Samples were prepared according to the methodology proposed by Hartman, 
L. e Lago, R. C. (1973). 
 
3.3.2 Preparation of solutions  
Tocopherol and tocotrienol standards were diluted in isopropanol (HPLC grade), 
the vegetable oils were diluted in isopropanol at a concentration of approximately 8000 µg 
mL
-1
. The samples were filtered through hydrophobic polytetrafluoroethylene (PTFE) syringe 
filters, 13 mm in diameter and 0.22 µm pore size (Waters; USA). 
 
3.3.4 Liquid Chromatography  
The separation of tocopherols and tocotrienols was performed by Liquid 
chromatography using methanol: water: ammonium hydroxide (99:1:0.1 v/v/v) as mobile 
phase A, and pure isopropanol as mobile phase B. Flow rate of 0.2 mL min
-1
 was used up to 6 
minutes of run, followed by 0.15 mL min
-1 
from 6 to 10 min, and again 0.2 mL min
-1
 until the 
end of the run. The injection volume was 5 µL, and column temperature was 298.15 K. All 
samples were analyzed in triplicate. Details of the methodology development will be 
presented and discussed in the section 3, Results and discussion, in item 3.2.2 Optimization of 
LC condition. 
 
3.3.5 Mass spectrometer 
ESI interface in the negative ion mode was used for identification and 
quantification of tocopherols and tocotrienols, as described by Bustamante-Rangel et al. 
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(2007).The ionization conditions are shown in Table 1. Nitrogen was used as desolvation gas. 
Selected ion monitoring (SIM) was used as described by Bustamante-Rangel et al. (2007) and 
Lanina et al. (2007). Delta tocopherol was quantified monitoring the m/z 401.40; gamma and 
beta tocopherol the m/z 415.40; alpha tocopherol the m/z 429.50; delta tocotrienol the m/z 
395.40; beta and gamma tocotrienol the m/z 409.50 and alpha tocotrienol was measured at m/z 
423.50. Details of the methodology development will be presented and discussed in the 
section 3, Results and discussion, in item 3.2.1 Optimization of MS detection parameters. 
 
Table 1 Detection parameters of tocopherols and tocotrienols in the mass spectrometer 
detector. Ionization conditions of tocopherols and tocotrienols. 
Condition Tocopherols Tocotrienols 
Capillary (kV) 3.0 3.0 
Cone (V) 40 45 
Extractor (V) 3.0 3.0 
RF Lens (V) 0.1 0.1 
Desolvation gas flow (L h
-1
) 600 600 
Cone gas flow (L h
-1
) 60 60 
Source temperature (K) 373.15 373.15 
Desolvation temperature (K) 523.15 523.15 
 
3.4. Results and Discussion 
3.4.1 Oil Characterization 
The fatty acid composition, free fatty acids (FFA), and water contents of all 
samples are presented in Table 2. The fatty acid compositions are in agreement with the 
findings by Firestone (1999). According to the Codex-Alimentarius (2001), the FFA contents 
of refined vegetable oils and pressed and virgin oils are 0.3 % and 2.0 % (w/w), respectively, 
thus the FFA contents found in this study are in accordance with the values established by 
law.  
The composition of vegetable oils can vary according to several factors including 
climate, soil, growing season, plant maturity, microbiological conditions, seed location within 
the flower, and genetic variations (O'Brien, 2008) however each TAG has a specific 
composition, with values established in literature, as Firestone (1999) and Codex-
Alimentarius (2001). Oil adulteration, including the olive oil adulteration with canola oil can 
be detected by its fatty acid composition (Salivaras e Mccurdy, 1992), The Table 2 confirms 
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the sources of the oils. Table 2 Fatty acid composition, free fatty acids, and water contents of 
vegetable oils. 
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Table 2 Fatty acid composition, free fatty acids, and water contents of vegetable oils. 
 
 
 
Soybean
c Corn c Canola c Sunflower c 
Brazil 
Nut 
d 
Buriti
d 
Golden 
flaxseed 
e 
Olive 
f Rice bran c Cottonseed c 
Fatty acid 
Symb
ol 
 
100 w
h 100 wh 100 wh 100 wh 100 wh 100 wh 100 wh 100 wh 100 wh 100 wh 
Palmític P C16:0a 10.89 12.48 5.08 5.95 14.55 17.56 4.77 14.10 19.17 22.94 
Palmitoleic Po C16:1 0.08 0.13 0.25 0.09 0.43 0.21 0.05 0.96 0.15 0.46 
Margaric Ma C17:0 0.09 0.08 0.06 0.05 ― ― 0.06 0.07 0.04 ― 
Heptadecanoic Mg C17:1 0.05 0.04 0.08 0.03 ― ― 0.04 0.13 ― ― 
Stearic S C18:0 3.98 2.14 2.47 3.62 10.00 1.54 3.87 2.21 1.73 2.35 
Oleic O C18:1 25.99 34.54 60.17 30.11 40.52 77.24 20.51 69.88 40.66 17.48 
Linoleic Li C18:2 51.78 48.97 21.07 59.53 34.49 1.76 15.51 11.17 34.99 56.27 
Trans Linoleic ― C18:2 Tb 0.24 ― 0.17 ― ― ― 0.19 ― 0.24 ― 
Linolenic Ln C18:3 6.24 0.87 8.87 0.19 ― 1.16 54.72 0.72 1.30 0.19 
Trans Linolenic ― C18:3 Tb 0.08 ― ― ― ― ― ― ― 0.16 ― 
Arachidic A C20:0 0.38 0.53 0.70 0.27 ― 0.52 0.13 0.43 0.74 0.25 
Gadoleic Ga C20:1 0.19 0.22 1.08 0.17 ― ― 0.14 0.34 0.55 0.06 
Behenic Be C22:0 ― ― ― ― ― ― ― ― 0.27 ― 
Erucic E C22:1 ― ― ― ― ― ― ― ― 0.00 ― 
FFA content (%) 
0,04 ± 
0,01
g 
0,06 ± 
0,01
 g 
0.07 ± 0.00
 
g 
0.05 ± 0.00
 g 
1.45 
±0.2
 g 
3.66 
±0.01
 g 
0.46 ± 
0.00
 g 
0.25 ± 0.01
 g 
0.11 ± 0.01
 
g 
0.06 ± 0.00
 g 
Water content (%) 
0,06 ± 
0,00
g 
0.07 ± 
0.00
 g 
0.07 ± 0.00
 
g 
0.07 ± 0.00
 g 
0.09 ± 
0.00
 g 
0.13 ± 
0.00
 g 
0.09 ± 
0.00
 g 
0.09 ± 0.00
 g 
0.08 ± 0.00
 
g 
0.09 ± 0.00
g 
a
Cx:y, x = number of carbons y = number of double bonds; 
b
 Isomers Trans; 
c
 = refined vegetable oil ; 
d
 = crude vegetable oil; 
e
 = vegetable oil 
obtained by cold pressing, and 
f
 = extra virgin vegetable oil; 
g
 = Standard deviation; 
h
w = mass fraction;  
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3.4.2 Methodology adaptation 
The following section discusses in details the proposed technique, based on the 
methodology proposed by Bustamante-Rangel et al. (2007) for quantification of tocopherols 
and tocotrienols in cereals. 
 
3.4.3 Optimization of MS detection parameters  
The parameters optimized by Bustamante-Rangel et al. (2007) were tested in this 
study for each tocopherol and tocotrienol. Optimization of the ESI conditions was performed 
through the direct injection of alpha, gamma, beta, and delta tocopherols, and alpha, gamma, 
and delta tocotrienols, in a concentration of 1.0 µg mL
-1
. The detection parameters varied to 
determine the major effects on the signal intensity. Little differences were observed in the 
present study when compared to the findings by Bustamante-Rangel et al. (2007), probably 
due to the different solvents used, once those authors used methanol against isopropanol used 
in the present study. Each tocopherol and tocotrienol was diluted in methanol and 
isopropanol, with no significant differences in the signal intensity for both solvents. 
Ammonium hydroxide at a concentration of 0.1 % was used as mobile phase additive for 
ionization of tocopherols and tocotrienols. 
 
3.4.4 Optimization of LC condition  
Tocopherols and tocotrienols were separated using 6.0 mM ammonium hydroxide 
in methanol: water (97:3 v/v) as the mobile phase at a flow rate of 0.2 mL min
-1
, as described 
by Bustamante-Rangel et al. (2007). Three different mobile phase compositions were tested 
for soybean oil, including that optimized by those authors, as follows: 97:3:0.1, 98:2:0.1 and 
99:1:0.1 (methanol: water: ammonium hydroxide, v/v/v). Figure 1 presents the 
chromatograms of soybean oil using the different mobile phase compositions. As shown in 
Figure 1 (C), the greater signal intensity was observed for the mobile phase composition 
99:1:0.1. The difference between the present study and the study of Bustamante-Rangel et al. 
(2007) may be due to the extraction procedures, once the authors previously extracted the 
analytes from cereals followed by dilution  in methanol, while in this study they were not 
extracted from vegetable oils. 
The mobile phase composed by acetonitrile and water was not studied, once the 
mobile phase composed by methanol:water (95:5, v/v) is preferred over acetonitrile:water due 
to the considerable gains in mass spectrometry signal, as reported by Lanina et al. (2007) 
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Table 3 presents the different mobile phase gradients for separation of tocopherols 
and tocotrienols. Three gradients were tested, and the gradient with the smallest relative 
standard deviation (RSD %) values was composed by 99:1:0,1 (methanol: water: ammonium 
hydroxide), as shown in Table 4. The RSD % was calculated according to Skoog et al. (2013). 
Pressure of the system ranged from 8000 psi to 12000 psi, and the maximum pressure of the 
systems is 15000 psi.  
 
Table 3 Gradients used to analyze the separation of tocopherols and tocotrienols. 
Gradient Time (min) Flow (mL min
-1
) A (%) B (%) 
1 
0.00 0.20 100 0 
6.00 0.20 100 0 
6.01 0.20 0 100 
7.50 0.20 0 100 
7.51 0.20 100 0 
13.00 0.20 100 0 
     
2 
0.00 0.20 100 0 
6.00 0.20 100 0 
6.01 0.15 0 100 
8.00 0.15 0 100 
8.01 0.20 100 0 
13.00 0.20 100 0 
     
3 
0.00 0.20 100 0 
6.00 0.20 100 0 
6.01 0.15 0 100 
9,00 0.15 0 100 
9.01 0.15 100 0 
10.00 0.20 100 0 
10.01 0.20 100 0 
15.00 0.20 100 0 
A: methanol: water: ammonium hydroxide (99:1:0.1 v/v/v); B: isopropanol 
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Figure 1 Chromatogram of soybean oil using different mobile phase compositions. (A) 
mobile phase composed by 97:3:0.1 (methanol: water: ammonium hydroxide, v/v/v); (B) 
mobile phase composed by 98:2:0.1 (methanol: water: ammonium hydroxide, v/v/v) and (C) 
mobile phase composed by 99:1:0.1 (methanol: water: ammonium hydroxide, v/v/v). (A): 
(5.37 min): delta tocopherol; (6.31 min): gamma tocopherol; (7.30 min): alpha tocopherol. (B) 
(3.91 min): delta tocopherol; (4.46 min): gamma tocopherol; (5.02 min): alpha tocopherol. (C) 
(4.52 min): delta tocopherol; (5.26 min): gamma tocopherol; (6.02 min): alpha tocopherol. 
(A)  
Intensity 1.52 10
7
 
(B) 
(C) 
Intensity 2.18 10
7
 
Intensity 1.68 10
7
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Table 4 Content (mg.kg
-1
) of tocopherols and tocotrienols in soybean oil and corn oil calculated by the different gradients. 
Gradient
a
  Vegetable oil Delta Tocotrienol 
Gamma 
Tocotrienol 
Alpha 
Tocotrienol 
Delta Tocopherol 
Gamma/Beta 
Tocopherol 
Alpha Tocopherol 
1 
Soybean ND ND ND 203.5 ± 7.1 (3.5) b 479.4  ± 12.0 (2.5) b 110.0 ± 3.8 (2.8) b 
Corn 3.2 ± 0.3 (8.8) b 28.3 ± 0.1 (0.4) b 17.7 ± 0.3 (1.5) b 14.3 ± 0.5 (3.8) b 335.8  ± 9.4 (2.8) b 200.0 ± 2.8 (1.4) b 
2 
Soybean ND ND ND 216.8 ± 4.1 (1.9) b 394.9  ± 18.6 (4.7) b 107.7 ± 0.9 (0.86) b 
Corn 1.9 ± 0.2 (8.3) b 27.7 ± 0.4 (1.4) b 18.2 ± 0.3 (1.7) b 15.7 ± 1.0 (6.1) b 243.2 ± 17.0 (7.0) b 204.3 ± 10.4 (5.1) b 
3 
Soybean ND ND ND 210.6 ± 4.0 (1.9) b 823.1 ± 1.4 (0.17) b 102.1 ± 0.7 (0.72) b 
Corn 3.6 ± 0.2 (5.7) b 63.2 ± 2.5 (4.0) b 20.3 ± 0.2 (1.1) b 13.5 ± 0.4 (3.1) b 592.4 ± 4.2 (0.8) b 115.5 ± 0.7 (0.6) b 
a 
Gradient number corresponds to those presented in Table 3;
 b 
RSD % value N.D. not detected
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The triacylglycerols were eluted after tocopherols and tocotrienols, from 6 to 10 
minutes, when the mobile phase achieved 100% of isopropanol (phase B). The solubility of 
triacylglycerols in isopropanol is larger than in methanol (Batista, E. et al., 1999). Among the 
solvents compatible with reversed phase (water, ethanol, methanol, isopropanol, and 
acetonitrile), isopropanol was used to dilute the sample and clean the column after the elution 
of tocopherols and tocotrienols, once triacylglycerols have great solubility in this solvent, thus 
triacylglycerols can be effectively removed from the column without prejudice in column 
performance and results. Although isopropanol is a stronger solvent when compared to 
methanol, it can be used as a solvent for sample solubilization without affecting the 
chromatographic profile. Figure 2 (A) presents the chromatogram of tocols of the corn oil at 
the concentration of 8000 µg mL
-1
 of the oil in isopropanol and (B) present the SIM of each 
tocopherols and tocotrienol. Tocopherols and tocotrienols were identified by relationship 
between the m/z and retention time. 
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Figure 2 Chromatogram of the corn oil (A) and SIM of each one tocopherols and tocotrienol 
Elution order: delta tocotrienol (3.33 min), gamma tocotrienol (3.87 min), alpha tocotrienol 
(4.32 min), delta tocopherol (5.34 min), gamma/beta tocopherol (6.29 min), and alpha 
tocopherol (7.30 min). 
 
3.4.5 Analytical Characteristics  
Calibration curves were generated to determine alpha, gamma, and delta 
tocopherols and tocotrienols contents in vegetable oils. The respective standards were diluted 
in isopropanol at 16 different concentration levels. Table 5 presents the calibration equations 
obtained by linear regression, the determination coefficients (R
2
), limits of detection (LOD), 
and limits of quantification (LOQ) for each tocopherol and tocotrienol fraction. 
LOD and LOQ were determined by the following equations, as described by AOAC 
(2012): 
 
(A) 
(B) 
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S
s
LOD .0.3  
(1) 
S
s
LOQ 0.10  
(2) 
where 
S
s
 corresponds to the signal/noise ratio obtained by the MassLynx software.  
 
Table 5 Calibration equations, coefficient of correlation R
2
, limits of detection (LOD) and 
limits of quantification (LOQ) for tocopherols and tocotrienols. 
 Concentration 
range 
(µg mL
-1
) 
Calibration equation R
2
 
LOD 
(µg mL
-1
) 
LOQ 
(µg mL
-1
) 
Delta Tocotrienol 0.02 – 3.5 y = 579261 x + 14943 0.9994 0.003 0.010 
Gamma Tocotrienol 0.02 – 3.5 y = 462164 x + 7697 0.9995 0.002 0.007 
Alpha Tocotrienol 0.02 – 3.5 y = 653456 x + 19245 0.9991 0.002 0.006 
Delta Tocopherol 0.02 – 3.5 y = 1.106 x + 63664 0.9976 0.002 0.006 
Gamma Tocopherol 0.02 – 10 y = 802914 x + 187653 0.9939 0.003 0.009 
Alpha Tocopherol 0.02 – 10 y = 556878 x + 69925 0.9969 0.002 0.007 
 
The limit of detection of tocopherols and tocotrienols ranged from 0.002 to0.003 
µg mL
-1
 and the limit of quantification varied from 0.006 to 0.010 µg mL
-1
, as shown in Table 
5. These values represents a suitable sensibility in relation to the detector utilized. According 
to AOAC (2012), R
2
 higher than 0.99 is an indication of a suitable linear fit. The R
2
 values 
calculated (Table 5) for each tocopherol and tocotrienol fraction were higher than 0.99, 
indicating that the methodology is linear in the concentration range studied. 
The limits of detection presented by Bustamante-Rangel et al. (2007) were 0.015 
µg mL
-1
, 0.0055 µg mL
-1
 and 0.0062 µg mL
-1
 for alpha tocopherol, gamma tocopherol and 
delta tocopherol, respectively. Lanina et al. (2007) found limits of detection and 
quantification ranging from 0.2 to 0.05 µg mL
-1
 and 0.6 to 0.15 µg mL
-1
, respectively, for 
tocopherols, by liquid chromatography using fluoro-phase column; mobile phase composed 
by methanol and acetonitrile, and single quadruple mass detector in ESI negative mode. Shim 
et al. (2012) found limits of quantification and detection for tocopherols ranging from 0.0042 
to 0.0418 mg.kg
-1
 and 0.0014 to 0.0138 mg.kg
-1
, respectively. The analyses were carried out 
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in a UPLC, C18 column, mobile phase composed by water and methanol, using fluorescence 
detector. In all cases, the samples were submitted to pretreatments before analyses.  
The method validation was carried out by assessing recovery, repeatability, and 
ruggedness of the method.  
To determine the method accuracy, a recovery test was performed with addition of 
0.25, 1.0, 2.0, and 3.0 µg mL
-1
 of alpha, gamma, and delta tocopherols and tocotrienols to 
corn oil. According to AOAC (2012), the acceptable recovery limit is a function of 
concentration, and the recovery can vary from 75 to 120 % at a concentration of 1 µg mL
-
1, 
and from 80 to 115 % at a concentration of 10 µg mL
-1
. The recovery values found in this 
study ranged from 79 to 120 %, with the higher recovery for the concentration of 0.25 µg mL
-
1
. 
To determine the precision of the method, corn oil at 8000 µg mL
-1
 (sample in 
isopropanol), and a mixture containing alpha, gamma, and delta tocopherols and tocotrienols 
at 1 µg mL
-1
 each were analyzed at day 1 and 15 to estimate intra and inter-day precision. The 
RSD between the theoretical value and determined value ranged from 0.41 to 4.51 % for each 
tocopherol and tocotrienol fraction in corn oil and standards. According to the Food and Drug 
Administration (FDA) (2001), for precision and accuracy, the mean value should be within 
approximately ± 15 % of the theoretical value, except for LOQ, which should not exceed ± 20 
%. Precision should not exceed 15 % of the RSD, except for LOQ, which should not exceed 
20 % of the RSD. Thus, the values found in the present study are in concordance with those 
established by AOAC (2012). 
To evaluate the method ruggedness, the ammonium hydroxide concentration in 
the mobile phase, column temperature, and cone voltage were varied. Corn oil at 8000 µg mL
-
1
 and a mixture containing alpha, gamma, and delta tocopherols and tocotrienols at 1 µg mL
-1
 
were analyzed. Ammonium hydroxide concentrations of 0.05 and 0.2 % were used, and the 
RSD of the different conditions and the initial condition (0.1 %) varied between 2 to 6 % for 
corn oil and standards. The column temperature varied 1 
o
C above and below the analysis 
temperature. The RSD between values for the corn oil sample and the mixture composed by 
tocopherols and tocotrienols varied between 2.8 and 14.1 %, and the highest value was found 
for corn oil. The cone voltage varied by 2 V above and below the initial condition for each 
tocopherol and tocotrienol. The RSD varied between 3.1 and 9.5 %. According to Food and 
Drug Administration (FDA) (2001), to validate bio analytical methods, the mean value should 
be within ± 15 % of the theoretical value, which is the value determined in the initial 
condition studied. Therefore, the proposed methodology can be considered rugged.  
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3.4.6 Tocopherols and tocotrienols  
The methodology proposed in this study was used to determine the alpha, gamma, 
and delta tocopherols and tocotrienols contents in soybean, cottonseed, sunflower, corn, 
Brazil nut, peanut, golden flaxseed, canola, buriti, olive and rice bran oils, without 
derivatization or prior extraction of the analytes, and the results are presented in Table 6. The 
RSD was less than 10 % for all samples, which is in agreement with the (Food and Drug 
Administration (FDA) (2001)), ensuring the  repeatability of the methodology 
The tocopherols and tocotrienols contents in soybean, sunflower, cottonseed, and 
rice bran oils were similar to the levels established by the Codex-Alimentarius (2001), which 
was also observed for alpha, gamma/beta, and delta tocotrienols and alpha and gamma/beta 
tocopherols in corn oil. The Codex-Alimentarius (2001) has established delta tocopherols 
contents ranging from 23 and 75 mg.kg
-1
 in corn oil, which is different from the value of 13.5 
± 3.1 mg.kg
-1
found in this study. However, Goffman e Bohme (2001) studied 30 different 
cultivars of hybrid corn cultivated in two different regions of Germany, and found delta 
tocopherols ranging from 12 to 71 mg.kg
-1
. With respect to canola oil, the Codex-
Alimentarius (2001) established delta tocopherols concentration ranging from 0 to 22 mg.kg
-1
, 
which is lower than
 
the value of 25.2 ± 1.7 mg.kg
-1 
found in the present study.  
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Table 6 Tocopherols and tocotrienols contents in the studied vegetable oils. 
ND = not detected; NQ = not quantified; 
a
 = refined vegetable oil; 
b
 = crude vegetable oil; 
c
 = oil extracted by cold pressing nd 
d
 = extra virgin oil; 
e 
RSD % value  
 
 
Vegetable oil 
Delta Tocotrienol 
Gamma 
Tocotrienol 
Alpha 
Tocotrienol 
Delta Tocopherol 
Gamma/Beta 
Tocopherol 
Alpha Tocopherol 
Soybean
c ND ND ND 210.6 ± 4.0 (1.9) b 823.1 ± 1.6 (0.2) e 102.1 ± 0.7 (0.7) b 
Corn
a 3.4 ± 0.2 (5.7)e 63.2 ± 2.5 (4.0) e 20.3 ± 0.2 (1.1) e 13.5 ± 0.4 (3.1) e 592.4 ± 4.7 (0.8) e 115.5 ± 0.7 (0.6) e 
Canola
a ND 1.4 ± 0.1 (4.7) e ND 25.2 ± 0.4 (1.8) e 363.5 ± 6.5 (1.8) e 165.1 ± 1.0 (0.6) e 
Sunflower
c ND ND ND 1.7 ± 0.1 (8.0) e 39.7 ± 1.0 (2.5) e 604.6 ± 2.4 (0.4) e 
Golden flaxseed
c NQ NQ ND 1.8 ± 0.1 (5.3) e 263.4 ± 0.5 (0.2 ) e 12.7 ± 0.0 (0.2) e 
Olive oil
d NQ ND ND NQ 8.8 ± 0.4 (4.9) e 205.1 ± 3.7 (1.8) e 
Brazil nut
b NQ ND ND 0.5 ± 0.0 (7.2) b 117.5 ± 0.9 (0.8) e 58.0 ± 0.4 (0.7) e 
Buriti
b 7.9 ± 0.2 (2.1) e NQ NQ 29.1 ± 0.7 (2.4) e 557.7 ± 1.1 (0.2) e 675.3 ± 2.0 (0.3) e 
Cottonseed
a 2.5 ± 0.2 (9.4) e 8.2 ± 0.2 (2.5) e NQ ND 243.1 ± 2.7 (1.1) e 285.4 ±  2.0 (0.7) e 
Rice bran
a 12.1 ± 0.3 (2.8) e 618.0 ±9.3 (1.5) e 27.94 ± 0.3 (1.0) e 1.7 ± 0.1 (7.6) e 70.7 ± 1.6 (2.3) e 136.8 ± 0.3 (0.2) e 
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Funasaki et al. (2013) studied the tocopherols profile of Brazil nut oil from 
different Amazon regions, and found alpha tocopherols from 37.9 to 74.5 mg.kg
-1
, gamma 
tocopherols from 106.9 to 171.8 mg.kg
-1
, and delta and beta tocopherols were not found in the 
authentic Brazil nut oil. In contrast, Lima e Gonçalves (1997) found delta tocopherols content 
of 16 mg.kg
-1
 in Brazil nut oil, besides other tocopherol contents similar to the values reported 
by Funasaki et al. (2013). The tocopherols contents found in this study are in agreement with 
those reported by the authors. 
Andjelkovic et al. (2008) determined alpha tocopherols in Spanish and French 
olive oils, and found levels ranging from 128 to 239 mg.kg
-1
. In this study, alpha tocopherols 
content in olive oil was 205.1 ± 1.77 mg.kg
-1
 and gamma/beta tocopherols content was 8.8 ± 
4.91 mg.kg
-1
.  
Some vegetable oils studied in this research presented small quantities of alpha, 
gamma, and delta tocotrienols, which were not detected by the Codex-Alimentarius (2001), 
probably due to the high detection sensibility and selectivity of the mass spectrometer used in 
this study, when compared to the fluorescence detector used by Codex-Alimentarius (2001) to 
quantify tocopherols and tocotrienols. Another factor that can explain these differences is that 
the oil composition may be affected by climate conditions, soil type, growing season, plant 
maturity, plant health, microbiological conditions, seed location within the flower, and genetic 
variation of the plant (O'brien, 2008). As reported by Salunkhe et al. (1992), the chemical 
composition of soybean oil including fatty acid profile is influenced by genetic and 
environment factors. 
 
3.5 Conclusions 
The determination of tocopherols and tocotrienols can be performed by injection 
of oil diluted in solvent with no sample pretreatment step, and without derivatization or 
extraction of the analytes. This is a great advantage of the proposed methodology in relation 
to other methods found in the literature, because the extraction steps, derivatization, or pre-
treatments are pathways for input errors in the analysis. The limits of detection were 0.003 µg 
mL
-1
 for delta tocotrienols and gamma tocopherols, and 0.002 µg mL
-1
 for alpha and gamma 
tocotrienols and alpha and delta tocopherols, and the limits of quantification ranged from 
0.006 µg mL
-1
 to 0.011 µg mL
-1
 for tocopherols and tocotrienols.  
The adapted methodology has proven to be precise, reproducible, and robust, 
which is in accordance with the established regulations by AOAC (2012) and FDA (2001)
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Abstract  
The Ultra-High Performance Liquid Chromatography – electrospray ionization-mass 
spectrometry (UHPLC/ESI/MS) methodology was developed for identification and 
quantification of alpha and beta carotene in vegetable oils with no extraction or saponification 
steps for sample preparation. The vegetable oils studied were buriti and palm oil. The 
separation was carried out using a C18 column and mobile phase composed of acetonitrile, 
water and isopropanol. The samples were diluted in isopropanol, followed by dilution in 
acetonitrile. The limits of quantification for alpha and beta carotene were 0.003 µg mL
-1
 and 
0.0020 µg mL
-1
, respectively. Correlation coefficients were higher than 0.99, indicating that 
the method has suitable linearity. The robustness test was also carried out and the parameters 
tested of this methodology showed robustness.  
 
 
 
KEYWORDS: palm oil, buriti oil, alpha carotene, beta carotene, UHPLC. 
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4.1 Introduction 
Raw vegetable oils are composed of approximately 95 % triacylglycerols along 
with some free fatty acids, monoacylglycerols and diacylglycerols and other minor 
compounds including phospholipids, free and esterified sterols, tocopherols, tocotrienols, 
carotenoids, and other pigments (Gunstone, 2005). 
Chlorophylls and carotenoids are the main pigments present in vegetable oils 
(Cert et al., 2000). Carotenoids are a class of more than 600 natural pigments synthesized by 
plants, algae, yeast, fungi and photosynthetic bacteria. The carotenoids present antioxidant 
and immunomodulation activities, and they can prevent degenerative diseases, such as 
cardiovascular diseases, diabetes, and several types of cancer (Bernal, Mendiola, Ibanez, et 
al., 2011). For this reason they are the focus of professional interest (Turcsi et al., 2016). 
The palm fruits buriti, tucumã, bocaiuva, bauri and umari are rich in beta carotene. 
Buriti is the food product that presents the highest beta carotene concentration of the Brazilian 
foods analyzed (Rodriguez-Amaya, et al., 2008a). Alpha carotene sometimes accompanies 
beta carotene, but normally in lower concentrations (Rodriguez-Amaya, et al., 2008b). 
When analyzing biological samples with complex matrix and low concentration of 
the analytes direct measurement is rarely possible and high performance separation becomes 
necessary. The raw sample preparation, for example pre-concentration or extraction, is an 
important step in analyses because it directly affects the final result (Feltl et al., 2005). The 
carotenoid analyses usually consist of sample preparation, extraction, partition to a solvent 
compatible with the subsequent chromatographic step, saponification and washing, 
concentration or evaporation of the solvent, chromatographic separation, and identification 
and quantification (Rodriguez-Amaya, 2001). According to Feltl et al. (2005), the most 
important step of natural product analysis is sample preparation and pre-concentration, where 
sensitivity may be lost for carotenoids due to their sensitive to light, temperature and 
oxidation. The saponification procedure of sample preparation for High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) analyses of carotenoids has often been used as a step to simplify 
separation by initial removal of chlorophylls and lipids that can interfere in the 
chromatographic detection (Rodríguez-Bernaldo de Quirós and Costa, 2006) and separation. 
Rodríguez-Bernaldo de Quirós and Costa (2006) identified in literature the different 
saponification conditions employed in carotenoid analysis.  
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) coupled to a UV/VIS detector 
and more recently to a diode array detector (DAD) is the most commonly used technique for 
carotenoid analysis (Feltl et al., 2005). A more recent enhancement of the HPLC method is 
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the use of Ultra-High Performance Liquid Chromatography (UHPLC), which employs 
narrow-bore columns (internal diameter is between 2.1 and 4 mm) packed with very small 
particles (2 - 3 µm) of the stationary phase, and operates at high pressure, increasing the 
separation efficiency (Turcsi et al., 2016). 
The determination of antioxidants is a difficult task due to their low 
concentrations and because they are often dispersed in a complex matrix, and partly because 
the chemical similarity of some may result in a mutual interference when a mixture of 
antioxidants is present (Grosset et al., 1990). The goal of this study was to develop a precise 
and fast methodology to analyze alpha and beta carotene concentrations in vegetable oils 
without the sample preparation steps using ultra-high performance liquid chromatography 
(UHPLC) coupled to a MS detector. 
 
4.2 Experimental 
4.2.1 Equipment 
The LC-MS analysis was carry out in a Waters Acquity SQD/UPLC system 
(Mildford, MA, USA), equipped with a photodiode array (PDA) detector, single-quadrupole 
mass spectrometer system with ESI interface, automatic injector, a quaternary pump, and a 
column oven. The separation was performed in an Accquity UPLC BEH C18 column, 1.7 µm, 
2.1 x 100 mm. Instrument control and data acquisition was conducted using the MassLynx 
software, version 4.1. 
 
4.2.2 Material 
Palm oil was purchased at a local supermarket, from Cepêra (ICPA Cepêra 
LTDA, São Paulo, Brazil),and Marsterfood (produced by Mutupiranga Industrial LTDA, 
Bahia, Brazil and distributed by MasterFoods Brazil Alimentos LTDA, São Paulo, Brazil), 
and buriti oil was donated by Beraca Sabará Químicos e Ingredientes S.A. (Belém, Brazil). 
The solvents used were acetonitrile and isopropanol, both of HPLC grade (J. T. Backer, 
USA), milli-Q water and ammonium hydroxide (28 - 30 %) of HPLC grade (J. T. Backer, 
USA) was used as a mobile phase additive. The standards were β carotene (Merck, USA) and 
α carotene (Chromadex, USA). 
 
 
 
 
Capítulo 4                                                                                                                                 86 
 
4.3 Procedures 
4.3.1 Preparation of the solutions 
Standard preparations (alpha and beta carotene) 
To prepare the stock solution, 0.10 g of the beta carotene standard was weighted 
in a 100 mL volumetric flask, followed by addition of 5 mL of chloroform and the remaining 
volume was completed with acetonitrile, finishing with a concentration of 1000 µg mL
-1
. The 
chloroform was necessary for solubilization of the beta carotene. From this stock solution 
dilutions were made in acetonitrile to the desired concentrations for the calibration curve.  
The alpha carotene standard was purchase at a concentration of 0.728 mg.L
-1
 in 
acetone and this solution was the stock solution used to prepare the calibration curve. The 
standard was diluted in acetoonitrila at different concentrations for the calibration curve. The 
standards were filtered through hydrophobic polytetrafluoroethylene (PTFE) syringe filters, 
measuring 13 mm in diameter and 0.22 µm pore size (Waters; USA). 
Oil sample preparation  
A sample of 0.10 g of the oil was weighted in a 100 mL volumetric flask and the 
volume was completed with isopropanol, due to its solubility with the oil. 400 µL of this 
solution was transferred to a 10 mL volumetric flask and the volume was completed with 
acetonitrile, obtaining the final oil concentration of 40 µg mL
-1
. Dilution in acetonitrile was 
necessary because when the sample was diluted only in isopropanol the alpha and beta 
carotenes did not separate. The samples were filtered through hydrophobic 
polytetrafluoroethylene (PTFE) syringe filters, measuring 13 mm in diameter and 0.22 µm 
pore size (Waters; USA). 
 
4.3.2 Oil characterization  
The palm and buriti oils were characterized with regards to fatty acid composition 
according to the methodology proposed by AOCS Ce 1-62 (AOCS, 2009). The samples were 
prepared according to the methodology proposed by Hartman and Lago (1973). 
 
4.3.3 Chromatographic separation optimization 
Chromatographic separation was performed using a BEH C18 2.1 x 100 mm 
column, with 1.7 µm particle size. This column is composed of hybrid silica capable of 
operating between pH 1-12 and temperatures up to 80 
o
C. The column particle size of 1.7 µm 
permits for good peak asymmetry factor, efficiency and chemical stability. In literature, 
several researchers have studied carotenoid separation in different matrices including 
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beverages, infant formula, fruits, vegetables, plasma and others and most of them used the 
C18 column (Bushway, 1986; Talwar et al., 1998; Huang et al., 1999; Lucini et al., 2012; 
Habib et al., 2013; Kerton e Marriott, 2013; Chotyakul et al., 2014), however in all these 
studies the carotenoids were extracted from the matrix prior to chromatographic separation. 
Matus and Ohmacht (1990) studied monomeric and polymeric reversed-phase 
(C18) column packing materials in an HPLC, finding that for alpha and beta carotenes the 
endcapped phase was better for alpha and beta carotene retention, however resolution for the 
pair of alpha and beta carotenes was better in a monomeric non-endcapped column. The 
eluent used was methanol.  
Acetonitrile, water, isopropanol and methanol were tested as solvents of the 
mobile phase. In the preliminary tests, methanol did not prove to be a good solvent for 
separation of the compounds. Sarungallo et al. (2015) used acetonitrile and water as mobile 
phase A and acetonitrile, methanol and ethyl acetate as mobile phase B, where both mobile 
phases contained 0.05 % (v/v) of triethylamine (TEA) as an additive. The system used by 
Sarungallo et al. (2015) was an HPLC coupled to a UV/VIS detector and a C30 column was 
used to separate the mixture components. Carotenoids were extracted from the sample 
according to the methodology proposed by Wada et al. (2013), and the alpha and beta 
carotenes were eluted after 30 min of analysis. Rivera et al. (2011), Vallverdú-Queralt et al. 
(2015), and Liu et al. (2009) studied the separation and identification of alpha and beta 
carotenes present in different types of samples, and in all studies the carotenoids were 
extracted from the sample before analysis and the detector used for identification was the 
diode array detector (PDA).  
Flow rate, oven temperature and mobile phase composition were analyzed to 
optimize separation of alpha and beta carotenes. Because the column used was a reversed 
phase, composed of hybrid silica with C18 as a binder, the vegetable oil can be irreversibly 
retained in the column due to its polarity. Isopropanol was used as one of the solvents of the 
mobile phase to remove triacilglicerol from the column since the solubility of triacilglicerol in 
isopropanol is higher than in methanol or ethanol (Batista, E. et al. (1999). Mobile phase A 
was composed of water + 0.1 % formic acid (v/v) and mobile phase B was composed of 
acetonitrile and isopropanol (80:20 v/v) + 0.1 % formic acid (v/v). The flow rate was 0.4 mL 
min
-1
, injection volume was 5 µL and column temperature was maintained at 323.15 K. The 
optimized gradients of the mobile phase are show in Table 1. 
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Table 1 Optimized gradients to analyze the separation of alpha and beta carotenes. 
Time (min) Flow (mL min
-1
) A (%) B (%) 
0.0 0.4 100 0 
0.3 0.4 100 0 
0.31 0.4 10 90 
5.0 0.4 0 100 
8.0 0.4 0 100 
8.01 0.4 100 0 
10.0 0.4 100 0 
A: water + formic acid (0.1 %); B: acetonitrile + isopropanol + formic acid (0.1 %) (80:20, 
v/v) 
 
The appropriate concentration of vegetable oil in the sample was investigated 
without causing problems to chromatographic separation or reduce the useful life of the 
chromatography column.  
Table 2 shows the coefficient of variation (RSD %) for alpha and beta carotenes, 
calculated according to Skoog et al. (2013), obtained from triplicate injection of different 
buriti oil concentrations. It can be observed that for the alpha carotene the RSD % was lower 
for injection of the sample with 40 ppm. Alpha carotene is present in smaller quantities in the 
oil and smaller values have greater impact on the RSD %. Furthermore, the column has apolar 
characteristics, where the lower the oil concentration injected the easier its removal from the 
chromatographic column, and as a consequence the reproducibility improves. Based on this 
information the oil content injected into the column was 40 ppm.  
 
Table 2 Reproducibility in relation to the oil concentration.  
  RSD (%) 
Oil Concentration alpha carotene beta carotene 
80 µg mL
-1
 5.99 1.62 
60 µg mL
-1
 3.01 2.29 
40 µg mL
-1
 1.79 2.54 
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4.3.4 Mass spectrometry 
Each carotene, alpha and beta, was infused into the mass spectrometer to optimize 
the detector parameters. The additive used was formic acid in the proportion of 0.1 % (v/v). 
Nitrogen was used as the desolvation gas. The TIC (total ion chromatogram) was acquired 
and the sample quantification was realized using the ion 536.5, as reported by Rivera et al. 
(2011).  
The sample was infused into the MS spectrometer and the parameters were varied 
until finding the maximal signal intensity. The ionization conditions are presented in Table 3. 
 
Table 3 Mass spectrometer optimization  
Condition Values 
Capillary (kV) 2.0 
Cone (V) 50 
Extractor (V) 3.0 
RF Lens (V) 0.1 
Source temperature (
o
C) 150 
Desolvation temperature (K) 500 
 
Figure 1 presents the chromatogram of alpha and beta carotenes at 0.01µg mL
-1
 
and 0.1 µg mL
-1
, respectively. Good resolution of both alpha and beta carotenes can be 
observed with the methodology proposed in this study. 
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Figure 1 Chromatogram of the alpha and beta carotene standards. 
 
 
 
 
 
 
Extracted m/z 536.5 
Alpha carotene 
Beta carotene eta carotene 
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4.4 Results and Discussion 
4.4.1 Oil characterization 
The palm oils, from Cepêra and Masterfood, and buriti oil were characterized 
according to their fatty acid composition and the results are presented in Table 4.  
 
Table 4 Fatty acid composition of the palm oils and buriti oil.  
 
 
 
            Buriti
c
 Palm (1) 
c
 Palm (2) 
c
 
Fatty acid 
 
 100 w
b 
100 w 100 w 
Miristic C14:0
a 
 0.00 0.76 0.72 
Palmític C16:0  17.56 40.95 41.05 
Palmitoleic C16:1  0.21 0.07 0.07 
Margaric C17:0  0.00 0.02 0.01 
Heptadecanoic C17:1  0.00 0.02 0.02 
Stearic C18:0  1.54 4.39 4.59 
Oleic C18:1  77.25 44.88 44.58 
Linoleic C18:2  1.76 8.27 8.41 
Linolenic C18:3  1.16 0.02 0.02 
Arachidic C20:0  0.52 0.12 0.11 
Gadoleic C20:1  0.00 0.34 0.31 
Behenic C22:0  0.00 0.15 0.12 
a
Cx:y, x = number of carbons y = number of double bonds; 
b
 w = mass fraction; 
c
= crude 
vegetable oil, (1) Masterfood oil, (2) Cepêra oil 
 
The fatty acid compositions found for both palm oils studied are in agreement 
with Firestone (1999). For buriti oil, the fatty acid composition was compared with the results 
found by Silva et al. (2009), Aquino et al. (2012) and Cunha et al. (2012) and the results of 
this study are in agreement with these published results. These results indicate that the oils are 
of the specified sources (palm and buriti).  
 
4.4.2 Methodology validation 
The proposed analytical method was validated according to the guidelines of the 
AOAC (2012), including linearity, limits of quantification (LOQ), limits of detection (LOD), 
reproducibility in the laboratory, repeatability and recovery.  
Capítulo 4                                                                                                                                 92 
 
Calibration curves were obtained to determine alpha and beta carotenes. The 
calibration curves were obtained from injection of the alpha and beta carotene standards, each 
at 9 different concentration levels. Table 5 presents the calibration equations obtained by 
linear regression, the correlation coefficients (R
2
), limits of detection (LOD) and limits of 
quantification (LOQ) for alpha and beta carotene. The LOD and LOQ were determined as 
described by AOAC (2012) and the signal/noise ratio for the LOQ and LOD calculations were 
obtained using the MassLynx software. 
 
Table 5 Calibration equations, correlation coefficients (R
2
), LOD and LOQ for alpha and beta 
carotenes. 
Compound R
2
 Range (µg mL
-1
) LOD (µg mL
-1
) LDQ (µg mL
-1
) 
Alpha Carotene 0.9996 0.025 – 0.0005 0.00008 0.0003 
Beta Carotene 0.9935 0.150 – 0.0050 0.00100 0.0020 
 
According to AOAC (2012), a high correlation coefficient (> 0.99) is 
recommended for good linear fit. The correlation coefficients found in this study were greater 
than 0.99, which represents suitable linear fit.  
The recovery tests were carried out according to AOAC (2012) and the results are 
shown in Table 6. For the recovery tests, 3 levels of the standards were add to buriti oil at 40 
µg mL
-1
 . According to AOAC (2012), acceptable recovery is a function of the concentration, 
and for the concentration of 1 µg mL
-1 
the acceptable recovery range is between 75 % and 120 
% and for the concentration of 10 µg mL
-1
 the acceptable recovery range is between 70 % and 
120 %. The results show that the proposed methodology presented good recovery of both 
alpha and beta carotene.  
 
Table 6 Recovery tests 
Standard Concentration added to the sample (µg mL
-1
) Recovery (%) 
Alpha carotene 
0.010 73 
0.005 73 
0.001 92 
Beta carotene 
0.100 78 
0.050 79 
0.025 86 
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Repeatability was determined according to AOAC (2012) and the values did not 
exceed 4 % for all samples tested. According to the protocol, at the concentration of 1 µg mL
-
1
 the acceptable RSD values (%) must be less than 8 % and for the concentration of 10 µg mL
-
1
 the RSD (%) should not exceed 15 %.  
Precision of the method was determined by the analyses of two samples, buriti oil 
at 40 µg mL
-1
 and a mixture containing alpha and beta carotenes at 1 µg mL
-1
, each on a 15 
day interval to estimate intra and inter-day precision. The RSD (%) between the values at day 
1 and 15 were 8.08 % and 3.51 %, respectively, for the mixture with carotene standards and 
5.24 % and 3.34 %, respectively, for buriti oil. According to the Food and Drug 
Administration (FDA, 2001), for precision the RSD (%) should not exceed 15 %, except for 
the LOQ which should not exceed 20 %.  
According to ICH Part II. Section 8 (Guideline, 2005), the robustness assessment 
should be considered during methodology development and depends on the type of the 
procedure under study.  
In order to evaluate the robustness of the proposed methodology, the following 
parameters were varied: capillary voltage and cone voltage of the mass spectrometer, column 
temperature and composition of the mobile phase. Two samples, buriti oil at 40 µg mL
-1
 and a 
mixture containing alpha and beta carotenes at 1 µg mL
-1
 each, were used to determine the 
robustness of the proposed methodology. Formic acid concentrations in the mobile phase of 
0.08 % (v/v) and 0.12 % (v/v) were tested, and the RSD (%) of the different conditions and 
the initial condition (0.1 %) varied from 0.52 to 5.44 %, respectively. The column temperature 
varied 1 
o
C above and below the analysis temperature (50 
o
C) and the RSD (%) varied 
between 0.58 and 3.68 %, respectively. The cone voltage varied by 2 V above and below the 
initial condition and the RSD (%) varied between 0.54 and 4.17 %, respectively. The final 
parameter tested was capillary energy, which varied 1 kV below and above of the initial 
condition (3 kV), and the RSD (%) varied between 0.54 and 4.10, respectively. According to 
the Food and Drug Administration (FDA,2001), to validate bio analytical methods, the mean 
value should be within ± 15 % of the theoretical value, which is the value determined in the 
initial condition studied. Therefore, the proposed methodology can be considered robust. 
 
4.4.3 Oils Analysis 
After methodology development, the contents of alpha and beta carotenes from 
buriti and palm oils were analyzed. Table 7 presents the results of the alpha and beta carotene 
quantifications. Figure 2 shows the chromatogram of burit oil at 40 µg mL
-1
.  
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Table 7 Alpha and beta carotene contents in the studied vegetable oils. 
Oil Alpha carotene (mg.kg
-1
) Beta Carotene (mg.kg
-1
) 
Buriti 34.07 ± 1.49 1128.25 ± 41.93 
Palm (1) 174.64 ± 5.50 611.31 ± 13.15 
Palm (2) 297.20 ± 3.18 1025.74 ± 18.37 
Palm 1 Masterfood oil; Palm 2 Cepêra oil 
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Figure 2 Chromatogram of buriti oil at 40 µg mL
-1
.  
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Results of the alpha and beta carotene contents found in palm oils in this study 
were compared with those found by Mortensen (2005) and Ooi et al. (1994), and there were 
no disagreement among them. According to Rodriguez-Amaya (1996), the concentration of 
beta carotene in palm oil extracted from fresh fruit ranged from 1026 µg g
-1
 to 202 µg g
-1
, and 
the alpha carotene content ranged from 18 µg g
-1
 to 296 µg g
-1
, and this variation is related to 
the palm fruit variety. 
The results for buriti oil are in agreement with those found by Ferreira De França 
et al. (1999) for buriti oil extracted with supercritical CO2. According to Rodriguez-Amaya 
(1996), buriti oil is composed of 360 µg g
-1
 beta carotene and 80 µg g
-1
 alpha carotene. The 
results found in this study were higher, however Silva et al (2005) found a concentration of 
900 mg.kg
-1
 for beta carotene. In the present study, the beta carotene concentration was 
1128.25 µg g
-1
. According to Albuquerque et al. (2005), the total carotenoids content present 
in buriti oil was 1700 mg.kg
-1
, with 64 mg.kg
-1
 corresponding to alpha carotene.  
These differences in the alpha and beta carotene compositions in natural sources 
can be explained by several factors, such as cultivar/variety, maturity at harvest, 
climate/geographic site of production, season, portion of the plant utilized, conditions during 
agricultural production, post-harvest handling, processing and storage conditions (Rodriguez-
Amaya et al., 2008).  
 
4.5 Conclusion 
The methodology for alpha and beta carotene identification and quantification was 
developed to analyze alpha and beta carotene concentration in oils at concentration of 40 µg 
mL
-1
. The vegetable oils studied were palm and buriti. The methodology showed to be 
precise, reproducible and robust, which is in accordance with regulations established by 
AOAC (2012).  
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Resumo 
Os refinos químico e físico de óleos vegetais são processos convencionais de desacidificação 
dos óleos vegetais. Eles têm como desvantagem elevada perda dos compostos minoritários, 
como tocoferóis e tocotrienóis. Uma alternativa é a desacidificação com solvente ou extração 
líquido-líquido que é conduzida em condições brandas de temperatura e sob pressão 
atmosférica. A retenção ou extração dos componentes minoritários com ação bioativa vai 
depender do solvente e temperatura. Levando isso em consideração, dados de equilíbrio 
líquido-líquido para os sistemas compostos por óleo de gergelim, óleo de gergelim torrado e 
óleo de gérmen de trigo foram medidos com o intuito de avaliar a distribuição dos tocoferóis e 
tocotrienóis entre as fases em equilíbrio líquido-líquido. Os sistemas estudados foram 
compostos por óleo vegetal + ácido graxo livre + solvente. Os solventes utilizados foram 
etanol anidro e etanol + água, nas temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C. Para todos os 
sistemas estudados, os tocoferóis e tocotrienóis ficaram predominantemente retidos na fase 
oleosa. Os ácidos graxos livres migraram para a fase alcoólica, promovendo a desacidificação 
dos óleos vegetais. À medida que elevou-se o teor de ácidos graxos livres adicionado ao 
sistema ou a temperatura dos sistemas, houve o aumento da solubilidade entre as fases do 
sistema, favorecendo a migração dos tocoferóis e tocotrienóis para a fase alcoólica junto com 
o óleo vegetal. Uma alternativa para minimizar esta perda foi a adição de água aos sistemas. 
Foi observado que quando adicionado água aos sistemas, os tocoferóis e tocotrienóis 
tenderam a preferir a fase oleosa indicando que na desacidificação de óleos vegetais por 
extração líquido-líquido utilizando etanol ou etanol hidratado como solvente a perda de 
tocoferóis e tocotrienóis é altamente reduzida.  
 
 
 
PALAVRAS CHAVES: Equilíbrio líquido-líquido, óleo bruto de gergelim, óleo refinado de 
gérmen de trigo, tocoferóis e tocotrienóis 
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5.1 Introdução 
Os óleos vegetais apresentam uma gama de utilidades tais como, na área 
alimentícia, cosmetologia e no setor energético, como a produção de biodiesel. Eles são 
substâncias líquidas à temperatura ambiente e insolúveis em água compostas por 
triacilgliceróis, acilgliceróis parciais, ácidos graxos livres, fosfatídeos, pigmentos, esteróis e 
tocoferóis (Serrato, 1981; Batista et al., 1999). Os óleos vegetais são compostos por cerca de 
95 % de triacilgliceróis, ácidos graxos livres, monoacilgliceróis e diacilgliceróis, com 
quantidades de fosfolipídeos, tocoferóis, tocotrienóis em quantidades menores e variáveis 
(Gunstone, 2005). 
A extração dos óleos vegetais é feita usualmente por prensagem e/ou extração 
sólido-liquido com hexano como solvente que é o solvente mais utilizado por ele ser 
competitivo, mais eficiente em termos de rendimento e de fácil recuperação (Serrato, 1981).
 
Para os óleos vegetais serem destinados ao consumo humano, em quase sua totalidade, eles 
precisam passar por etapas de refino, sendo a remoção dos ácidos graxos livres ou 
desacidificação a etapa mais importante, pois ela impacta na economia do processo devido ao 
rendimento de óleo neutralizado (Antoniassi et al., 1998). 
Industrialmente, a desacidificação é realizada pelo método químico ou físico. 
Uma alternativa para a desacidificação de óleos vegetais é a utilização do refino com solvente 
ou extração líquido-líquido. O método consiste na diferença de solubilidade entre os ácidos 
graxos e os triacilgliceróis em um solvente apropriado (Thomopoulos, 1971). A 
desacidificação dos óleos vegetais por esse método apresenta vantagens como: as perdas de 
óleo são consideravelmente menores, comparando-se com o refino químico, o processo é 
realizado a temperatura ambiente e a pressão atmosférica, submetendo o óleo a tratamentos 
mais brandos e reduzindo custos energéticos, além de evitar a formação de resíduos, pois o 
solvente pode ser facilmente recuperado pela diferença do ponto de ebulição dos ácidos 
graxos, triacilgliceróis e solvente. Essa operação pode ser realizada por evaporação ou 
destilação em temperaturas normalmente inferiores a 80 °C, se o solvente usado for o etanol 
(Pina, e Meirelles, 2000).  
O objetivo desse trabalho foi investigar o comportamento de fases através da 
medida de dados de equilíbrio líquido-líquido de sistemas compostos por óleo vegetais + 
ácido graxo livres + etanol anidro e etanol hidratado como solventes, nas temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C com ênfase na distribuição dos compostos minoritários, tocoferóis e 
tocotrienóis entre as fases em equilíbrio líquido - líquido. Os óleos estudados foram óleos 
brutos de gergelim claro e torrado e óleo refinado de gérmen de trigo. 
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5.2 Material  
5.2.1 Material 
5.2.1.1 Reagentes 
Os óleos brutos de gergelim claro e torrado foram doados pela empresa Sésamo 
Real Indústria e Comércio de Produtos Alimentícios Ltda. (SP, Brasil) e óleo refinado de 
gérmen de trigo foi adquirido da empresa ACQ & GBM Comércio e Desenvolvimento Ltda. 
(DF, Brasil), etanol anidro (pureza mínima de 99 %; Merck, USA); ácido linoleico comercial 
(Pureza de 60 % a 74 5, Fluka, USA); éter etílico (Grau PA, marca Sinthy, Brasil), padrões de 
 ,  ,   e   tocoferol (pureza maior que 95 %, Calbiochem, USA); padrões grau HPLC de 
 ,   e   tocotrienol (Chromadex, USA); metanol e isopropanol grau HPLC (J.T. Backer, 
USA). 
 
5.2.1.2 Equipamentos 
Célula de equilíbrio líquido-líquido de vidro borossilicato de 50 mL; balança 
analítica eletrônica, precisão de 0,001 g (Precisa, modelo XT 220 A, Suécia); banho 
termostático (Cole Parmer, modelo 12101-55, Chicago, USA); estufa de circulação e 
renovação de ar (Marconi, modelo MA 035, Brasil); titulador automático (Metrohm, modelo 
808 KF Titrando, Suíça); titulador Karl Fischer coulométrico (Metrohm, modelo 831 KF 
Coulometer, Suíça); termômetros digitais, precisão de 0,1 °C (ALLA, modelo – 50 C a 200 C, 
França); seringas hipodérmicas (BD Plastipak, 5 mL, 10 mL e 20 mL); filtros para seringas 
não estéril (Millipore, 0,22 μm de diâmetro de poro – 13 mm de diâmetro, USA); UPLC/MS 
acoplado com detector de arranjo de diodos, fonte de ionização eletrospray, injetor automático 
e bomba de alta pressão (Waters, modelo Acquity SQD, USA). 
 
5.3 Metodologia experimental 
5.3.1 Caracterização dos óleos vegetais quanto a composição em ácidos 
graxos. 
Os óleos vegetais estudados foram analisados quanto à sua composição em ácidos 
graxos de acordo com a metodologia proposta por Basso et al. (2012) foi utilizado 
cromatógrafo gasoso Perkin Elmer, Clarus 600, equipado com detector FID. Utilizou-se 
coluna capilar Perkin Elmer 225 (50 % cianopropilmetil – 50 % fenilmetil polisiloxano), 30 m 
de comprimento, 0,25 mm de diâmetro e 0,25 mm de espessura. As análises foram realizadas 
nas seguintes condições: temperatura no injetor e detector, 250 
o
C; temperatura no forno, 110 
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o
C por 5 minutos, 110 
o
C até 215 
o
C fluxo de 5 
o
C/min e 215 
o
C por 25 minutos, o gás de 
arraste utilizado foi hélio a 1 mL/min; split 1:40 e volume de injeção de 1 µL. O perfil de 
ácidos graxos foi quantificado de acordo com a área relativa dos picos. As amostras foram 
previamente preparadas na forma de metil ésteres de acordo com a metodologia proposta por 
Hartman e Lago (1973). 
Os teores de tocoferóis, tocotrienóis, água e ácidos graxos livres dos óleos brutos 
de gergelim claro e torrado e óleo refinado de gérmen de trigo foram qualificados segundo os 
métodos que serão apresentados a seguir. 
 
5.3.2 Determinação dos dados de Equilíbrio Líquido -Líquido (ELL) 
O método de análise para a obtenção dos dados experimentais de equilíbrio 
líquido–líquido consiste na separação de uma mistura bifásica, com composição global 
conhecida, em duas fases líquidas conforme descrito por Silva et al. (1997). 
Os experimentos de ELL foram realizados em células de ELL (50 mL), vedadas, 
dispostas em série e conectadas ao banho termostático para controle da temperatura. 
Primeiramente, cada componente da mistura (óleo vegetal, ácido linoleico comercial e 
solvente, etanol ou etanol + água) foi pesado e adicionado à célula de equilíbrio líquido-
líquido. Após a pesagem e adição de todos os componentes, as células foram vedadas para 
não ocorrer perda de etanol por volatilização, e então conectadas ao banho termostático com a 
temperatura previamente definida e estabilizada. A mistura foi agitada por um período de 
aproximadamente 40 minutos em agitador magnético. Transcorrido esse tempo, foi cessada a 
agitação e iniciou-se o processo de decantação com duração aproximada de 24 horas, 
verificando-se após esse período a formação de duas fases límpidas com interface bem 
definida.  
Alíquotas de ambas as fases em ELL foram coletadas através dos septos da célula, 
com o auxílio de seringas e levadas para a análise. As alíquotas de cada fase em ELL coletada 
foram dissolvidas em isopropanol, na proporção de 20 % de amostra para 80 % de 
isopropanol. Esse procedimento foi utilizado para facilitar a caracterização das fases, que 
quando em temperatura ambiente, ficavam imiscíveis. Com a solubilização em isopropanol, 
foi possível a caracterização das fases em equilíbrio líquido-líquido com menores erros 
devido a imiscibilidade.  
Os dados de equilíbrio líquido-líquido foram determinados à pressão de 9,36.10
4 
Pa.  
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5.3.3 Caracterização das Fases  
 Ambas as fases, oleosa e alcoólica em ELL, foram caracterizadas quanto aos 
teores de ácidos graxos livres, água (quando adicionada ao sistema), etanol, tocoferóis e 
tocotrienóis. 
5.3.3.1 Determinação do teor de ácidos graxos livres  
A determinação do teor de ácidos graxos livres foi realizada por titulação com 
hidróxido de sódio (NaOH) segundo método oficial IUPAC 2201 (IUPAC, 1979a). As 
análises foram realizadas em triplicata. 
 
5.3.3.2 Determinação do teor de água 
A determinação do teor de água das fases em equilíbrio líquido-líquido e dos 
óleos vegetais foi realizada por Karl Fischer coulométrico (Metrohm – 831 KF Coulometer) 
acoplado ao software (TIAMO). As análises foram realizas pelo menos em triplicata.  
 
5.3.3.3 Determinação do teor de etanol  
O teor de etanol foi determinado em estufa de convecção forçada de ar à 
temperatura de 80 °C por aproximadamente 24 horas; até atingir peso constante. 
 
5.3.3.4 Determinação do teor de triacilgliceróis  
O teor de triacilgliceróis foi determinado por diferença, uma vez que sabe-se as 
concentrações dos demais componentes majoritários do sistema (teor de ácido graxo livre e de 
solvente – etanol ou etanol + água). 
 
5.3.3.5 Determinação do teor de tocoferóis e tocotrienóis  
A quantificação dos teores de tocoferóis e tocotrienóis foi realizada de acordo 
com metodologia proposta por Ansolin et al. (2017). Para as análises foi utilizado 
cromatógrafo líquido de ultra eficiência equipado com detector de arranjo de diodos e 
espectrômetro de massas com fonte de ionização eletrospray e coluna Acquity UPLC BEH 
C18, 2,1 x 100 mm, tamanho de partícula 1,7 µm.  
 
5.3.3.6 Cálculos de balanço de massa global  
Para cálculo do balanço de massa global foi utilizado o procedimento 
desenvolvido por Marcilla et al. (1995a) e adaptado para sistemas graxos por Rodrigues et al. 
(2005), com o objetivo de testar a qualidade e precisão dos dados experimentais de equilíbrio 
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líquido-líquido. De acordo com Marcilla et al. (1995a), valores de desvio de balanço de massa 
global menores a 0,5 % garantem a boa qualidade dos dados experimentais. 
 
5.4 Resultados e discussões 
Primeiramente será apresentada a caracterização da matéria-prima, os dados 
experimentais de equilíbrio líquido-líquido nos componentes majoritários e seguido das 
medidas dos teores de tocoferóis e de tocotrienóis nas fases em equilíbrio. 
 
5.4.1 Caracterização dos óleos vegetais  
Nesse item serão apresentados os resultados encontrados para a caracterização dos 
óleos brutos de gergelim claro e torrado, do óleo refinado de gérmen de trigo e do ácido 
linoleico comercial quanto a composição em ácidos graxos, teor de ácidos graxos livres, teor 
de água e composição em tocoferóis e tocotrienóis.,  
Na Tabela 1 encontram-se as composições em ácidos graxos dos óleos brutos de 
gergelim claro e torrado e óleo refinado de gérmen de trigo e do ácido linoleico comercial  
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Tabela 1 Composição em ácidos graxos dos óleos bruto de gergelim claro e torrado, óleo 
refinado de gérmen de trigo e ácido linoleico comercial. 
  
 
Cy:z 
a
 Gergelim claro Gergelim torrado Gérmen de trigo 
Ácido 
linolêico 
comercial
c
 
Ácidos graxos Símbolo  
 
100.w
b 
100.w
b
 100.w
b
 100.w
b
 
Miristico M  C12 :0 - - - 0,18 
Palmítico P  C16:0 13,29 12,53 11,05 4,73 
Palmitoleico Po  C16:1 0,11 0,07 0,09 0,10 
Margárico Ma  C17:0 - - 0,08 - 
Heptadecanoico Mg  C17:1 - - 0,05 - 
Esteárico S  C18:0 8,20 8,53 3,79 1,81 
Oleico O  C18:1 35,12 38,83 26,15 23,69 
Linoleico Li  C18:2 42,92 39,74 52,59 69,01 
Trans Linoleico -   C18:2 - - 0,24 0,55 
Linolênico Ln  C18:3 0,36 0,29 5,96 0,11 
a
 Cy:z, y = número de carbono e z = número de duplas ligações, 
b
 w = fração mássica. 
c
 Ansolin et. al. (2013).  
 
Como o ácido linoleico é o ácido graxo majoritário nos três óleos vegetais 
estudados neste trabalho, foi utilizado o ácido linoleico comercial para o estudo do ELL 
desses óleos. Na Tabela 2 encontram-se os dados dos teores de tocoferóis, tocotrienóis, água e 
ácidos graxos livres dos óleos brutos de gergelim claro e torrado e óleo refinado de gérmen de 
trigo. O ácido linoleico comercial foi escolhido como ácido graxo adicionado nos sistemas 
para prover frações maiores de ácidos graxos livres e por ser o ácido graxo majoritário 
presente nos óleos brutos de gergelim claro e torrado e óleo refinado de gérmen de trigo.  
Comparando os valores dos teores de tocoferóis e tocotrienóis encontrados nesse 
trabalho com os reportados pela literatura, pode-se observar variações nas concentrações 
obtidas. Fukuda et al. (1986) reportaram valores de concentrações para o gama tocoferol 
presente no óleo de gergelim bruto de 333,5 mg.kg
-1
; o Codex Alimentarius (2001) reporta 
valores de gama tocoferol variando de 521 a 983 mg.kg
-1
 e Gruszka e Kruk (2007) reportaram 
valores para o gama tocoferol presente no óleo de gergelim de 140 mg.kg
-1
. Portanto, essas 
composições apresentam grandes diferenças, no entanto, de acordo com O'Brien (2008), a 
composição em ácidos graxos dos óleos vegetais pode variar de acordo com clima, tipo de 
solo, maturidade da planta entre outros fatores.   
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Tabela 2 Teores de tocoferóis (mg.kg
-1
), tocotrienóis (mg.kg
-1
), água (%) e ácidos graxos 
livres (%) dos óleos brutos de gergelim claro e torrado e do óleo refinado de gérmen de trigo. 
 Gergelim 
claro 
Gergelim 
torrado 
Gérmen de 
trigo 
Teor de tocoferóis totais  354,19 275,00 810,31 
Alfa Traços 0,13 140,59 
Gama + Beta 347,61 271,02 548,28 
Delta  6,58 3,85 121,44 
Teor de tocotrienóis totais       
Alfa ND ND ND 
Gama ND ND ND 
Delta ND ND ND 
Teor de água (%)  0,12 0,14 0,05 
Teor de ácidos graxos livres (%)  0,76 2,87 0,15 
ND: Corresponde a não detectado 
 
 O teor de ácidos graxos livres do óleo bruto de gergelim claro estudado nesse 
trabalho apresentou valor inferior ao estabelecido pela Anvisa (2012), que deve ser de 2 g 
(100 g)
-1
, garantido o seu bom estado de conservação, no entanto para o óleo de gergelim 
torrado, o teor de ácidos graxos livres foi superior ao estabelecido pela legislação. Como para 
as medidas de dados de equilíbrio líquido-líquido o teor de ácidos graxos livres nos 
experimentos é variado, esse óleo pode ser utilizado nos experimentos. Para o óleo de gérmen 
de trigo, o teor de ácidos graxos livres foi menor que o estabelecido pela Anvisa (2012) para 
óleos vegetais  refinados (0,3 g (100g)
-1
).  
 
5.4.2 Medidas experimentais dos dados de equilíbrio líquido -líquido  
As Tabelas 3 a 11 apresentam dados de equilíbrio líquido-líquido dos sistemas 
compostos por óleo bruto de gergelim claro (1) + ácido linoleico comercial (4) + etanol (5), 
óleo bruto de gergelim claro (1) + ácido linoleico comercial (4) + etanol (5) + água (6), óleo 
bruto de gergelim torrado (2) + ácido linoleico comercial (4) + etanol (5) e óleo bruto de 
gergelim torrado (2) + ácido linoleico comercial (4) + etanol (5) + água (6), óleo refinado de 
gérmen de trigo (4) + ácido linoleico comercial (4) + etanol (5) e óleo refinado de gérmen de 
trigo (3) + ácido linoleico comercial (4) + etanol (5) + água (6). Todos os sistemas foram 
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medidos nas temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C, exceto para o sistema contendo óleo de 
gergelim claro e água, que forma medidos nas temperaturas de 25 
o
C e 50 
o
C.  
 
Tabela 3 Sistemas compostos por óleo de gergelim bruto (1) + ácido linoleico comercial (4) + 
etanol anidro (5) e óleo de gergelim bruto (1) + ácido linoleico comercial (4) + etanol (5) + 
água (6), ambos na temperatura de 25 
o
C. 
w6S
a Composição global Fase Alcoolica Fase Oleosa 
  w1 w4
b w5 w6 w1 w4
 b w5 w6 w1 w4
 b w5 w6 
0,0 
0,274 0,002 0,724 0,000 0,058 0,003 0,939 0,000 0,848 0,004 0,148 0,000 
0,286 0,018 0,696 0,000 0,056 0,021 0,923 0,000 0,835 0,015 0,15 0,000 
0,295 0,035 0,67 0,000 0,061 0,04 0,899 0,000 0,772 0,029 0,199 0,000 
0,262 0,049 0,689 0,000 0,071 0,052 0,877 0,000 0,74 0,037 0,223 0,000 
5,4 
0,277 0,025 0,66 0,038 0,014 0,027 0,955 0,004 0,884 0,022 0,092 0,002 
0,229 0,043 0,689 0,039 0,011 0,044 0,88 0,065 0,857 0,037 0,104 0,001 
0,252 0,077 0,635 0,036 0,032 0,08 0,882 0,006 0,794 0,067 0,138 0,000 
0,242 0,107 0,616 0,035 0,029 0,118 0,848 0,006 0,711 0,104 0,183 0,002 
w6s
a
: fração de água no solvente; w4
b
: corresponde aos ácidos graxos livres do óleo + ácidos graxos livres 
adicionados. 
 
Tabela 4 Sistemas compostos por óleo bruto de gergelim claro (1) + ácido linoleico comercial 
(4) + etanol anidro (5) na temperatura de 35 
o
C. 
w6S
a Composição global Fase Alcoolica Fase Oleosa 
  w1 w4
b w5 w6 w1 w4
b w5 w6 w1 w4
b w5 w6 
0,0 
0,264 0,002 0,734 0,000 0,072 0,003 0,925 0,000 0,818 0,002 0,179 0,000 
0,314 0,021 0,666 0,000 0,086 0,023 0,891 0,000 0,767 0,014 0,219 0,000 
0,267 0,05 0,683 0,000 0,105 0,065 0,830 0,000 0,697 0,046 0,257 0,000 
w6s
a
: fração de água no solvente; w4
b
: corresponde aos ácidos graxos livres do óleo + ácidos graxos livres 
adicionados. 
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Tabela 5 Sistemas compostos por óleo bruto de gergelim claro (1) + ácido linoleico comercial 
(4) + etanol anidro (5) e óleo bruto de gergelim claro (1) + ácido linoleico comercial (4) + 
etanol (5) + água (6), ambos na temperatura de 50 
o
C. 
w6S
a Composição global Fase Alcoolica Fase Oleosa 
 
w1 w4
b w5 w6 w1 w4
 b w5 w6 w1 w4
 b w5 w6 
0,0 
0,267 0,002 0,731 0,000 0,122 0,002 0,876 0,000 0,747 0,002 0,251 0,000 
0,315 0,02 0,665 0,000 0,141 0,021 0,838 0,000 0,705 0,017 0,278 0,000 
0,283 0,035 0,682 0,000 0,161 0,037 0,802 0,000 0,636 0,031 0,333 0,000 
0,252 0,042 0,706 0,000 0,19 0,043 0,767 0,000 0,595 0,038 0,367 0,000 
 
0,253 0,028 0,680 0,039 0,025 0,029 0,897 0,049 0,795 0,026 0,173 0,006 
5,4 0,285 0,055 0,624 0,036 0,029 0,06 0,863 0,048 0,734 0,051 0,206 0,009 
 
0,24 0,073 0,650 0,037 0,043 0,077 0,83 0,05 0,696 0,066 0,226 0,012 
w6s
a
: fração de água no solvente; w4
b
: corresponde aos ácidos graxos livres do óleo + ácidos graxos livres 
adicionados. 
 
Tabela 6 Sistemas compostos por óleo bruto de gergelim torrado (2) + ácido linoleico 
comercial (4) + etanol anidro (5) e óleo bruto de gergelim torrado (2) + ácido linoleico 
comercial (4) + etanol (5) + água (6), ambos na temperatura de 25 
o
C. 
w6S
a Composição global Fase Alcoolica Fase Oleosa 
 
w2 w4
b w5 w6 w2 w4
 b w5 w6 w2 w4
 b w5 w6 
0,0 
0,309 0,009 0,682 0,000 0,066 0,010 0,924 0,000 0,830 0,010 0,160 0,000 
0,260 0,023 0,717 0,000 0,074 0,026 0,900 0,000 0,807 0,019 0,174 0,000 
0,295 0,043 0,662 0,000 0,095 0,048 0,857 0,000 0,777 0,036 0,187 0,000 
0,233 0,050 0,717 0,000 0,088 0,053 0,859 0,000 0,772 0,040 0,188 0,000 
 
0,251 0,029 0,694 0,026 0,012 0,034 0,925 0,029 0,864 0,034 0,100 0,002 
5,0 0,299 0,064 0,614 0,023 0,020 0,070 0,887 0,023 0,778 0,061 0,158 0,003 
 
0,235 0,078 0,663 0,024 0,024 0,082 0,867 0,027 0,782 0,074 0,138 0,006 
w6s
a
: fração de água no solvente; w4
b
: corresponde aos ácidos graxos livres do óleo + ácidos graxos livres 
adicionados. 
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Tabela 7 Sistemas compostos por óleo bruto de gergelim torrado (2) + ácido linoleico 
comercial (4) + etanol anidro (5) e óleo bruto de gergelim torrado (2) + ácido linoleico 
comercial (4) + etanol (5) + água (6), ambos na temperatura de 35 
o
C. 
w6S
a Composição global Fase Alcoolica Fase Oleosa 
 
w2 w4
b w5 w6 w2 w4
 b w5 w6 w2 w4
 b w5 w6 
0,0 
0,293 0,009 0,698 0,000 0,094 0,009 0,897 0,000 0,785 0,001 0,214 0,000 
0,260 0,022 0,718 0,000 0,089 0,023 0,888 0,000 0,785 0,017 0,198 0,000 
0,283 0,041 0,676 0,000 0,122 0,046 0,832 0,000 0,727 0,035 0,238 0,000 
 
0,269 0,033 0,673 0,025 0,028 0,038 0,897 0,037 0,835 0,033 0,129 0,003 
5,2 0,212 0,073 0,690 0,025 0,031 0,077 0,856 0,036 0,771 0,066 0,150 0,013 
 
0,192 0,093 0,690 0,025 0,040 0,097 0,817 0,046 0,734 0,087 0,165 0,014 
w6s
a
: fração de água no solvente; w4
b
: corresponde aos ácidos graxos livres do óleo + ácidos graxos livres 
adicionados. 
 
Tabela 8 Sistemas compostos por óleo bruto de gergelim torrado (2) + ácido linoleico 
comercial (4) + etanol anidro (5) e óleo bruto de gergelim torrado (2) + ácido linoleico 
comercial (4) + etanol (5) + água (6), ambos na temperatura de 50 
o
C. 
w6S
a Composição global Fase Alcoolica Fase Oleosa 
 
w2 w4
b w5 w6 w2 w4
 b w5 w6 w2 w4
 b w5 w6 
0,0 
0,309 0,009 0,682 0,000 0,149 0,010 0,841 0,000 0,715 0,008 0,277 0,000 
0,314 0,027 0,659 0,000 0,170 0,029 0,801 0,000 0,649 0,025 0,326 0,000 
0,282 0,032 0,686 0,000 0,183 0,033 0,784 0,000 0,631 0,029 0,340 0,000 
5,2 
0,333 0,038 0,596 0,033 0,043 0,043 0,771 0,143 0,777 0,038 0,175 0,010 
0,260 0,061 0,643 0,036 0,051 0,062 0,807 0,080 0,756 0,054 0,157 0,033 
0,277 0,093 0,597 0,033 0,091 0,099 0,771 0,039 0,670 0,085 0,226 0,019 
0,215 0,108 0,641 0,036 0,024 0,171 0,702 0,103 0,647 0,080 0,257 0,016 
w6s
a
: fração de água no solvente; w4
b
: corresponde aos ácidos graxos livres do óleo + ácidos graxos livres 
adicionados. 
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Tabela 9 Sistemas compostos por óleo refinado de gérmen de trigo (3) + ácido linoleico 
comercial (4) + etanol anidro (5) e óleo refinado de gérmen de trigo (3) + ácido linoleico 
comercial (4) + etanol (5) + água (6), ambos na temperatura de 25 
o
C. 
w6S
a
 Composição global Fase Alcoólica Fase Oleosa 
 w3 w4
b
 w5 w6 w3 w4
 b
 w5 w6 w3 w4
 b
 w5 w6 
0,0 
0,286 0,000 0,714 0,000 0,062 0,001 0,937 0,000 0,867 0,000 0,133 0,000 
0,329 0,014 0,657 0,000 0,073 0,016 0,911 0,000 0,820 0,012 0,168 0,000 
0,310 0,028 0,662 0,000 0,088 0,031 0,881 0,000 0,801 0,021 0,178 0,000 
0,263 0,053 0,684 0,000 0,124 0,056 0,820 0,000 0,727 0,043 0,230 0,000 
0,228 0,063 0,709 0,000 0,131 0,066 0,803 0,000 0,697 0,053 0,250 0,000 
7,0 
0,342 0,000 0,612 0,046 0,020 0,002 0,903 0,075 0,920 0,000 0,070 0,010 
0,274 0,012 0,664 0,050 0,019 0,014 0,896 0,071 0,887 0,011 0,091 0,011 
0,328 0,030 0,597 0,045 0,024 0,033 0,860 0,083 0,877 0,026 0,083 0,014 
0,307 0,043 0,604 0,046 0,036 0,045 0,848 0,071 0,849 0,040 0,103 0,008 
0,284 0,083 0,589 0,044 0,047 0,088 0,782 0,083 0,770 0,080 0,135 0,015 
w6s
a
: fração de água no solvente; w4
b
: corresponde aos ácidos graxos livres do óleo + ácidos graxos livres 
adicionados. 
 
Tabela 10 Sistemas compostos por óleo refinado de gérmen de trigo (3) + ácido linoleico 
comercial (4) + etanol anidro (5) e óleo refinado de gérmen de trigo (3) + ácido linoleico 
comercial (4) + etanol (5) + água (6), ambos na temperatura de 35 
o
C. 
w6S
a Composição global Fase Alcoolica Fase Oleosa 
 
w3 w4
b w5 w6 w3 w4 w5 w6 w3 w4
 b w5 w6 
 
 
0,0 
0,332 0,000 0,668 0,000 0,075 0,001 0,924 0,000 0,799 0,001 0,200 0,000 
0,302 0,010 0,688 0,000 0,082 0,011 0,907 0,000 0,765 0,008 0,227 0,000 
0,310 0,021 0,669 0,000 0,090 0,022 0,888 0,000 0,764 0,016 0,220 0,000 
 
0,256 0,025 0,719 0,000 0,112 0,028 0,860 0,000 0,747 0,021 0,232 0,000 
 
0,279 0,044 0,677 0,000 0,144 0,043 0,813 0,000 0,702 0,033 0,265 0,000 
7,5 
0,359 0,000 0,593 0,048 0,028 0,000 0,894 0,078 0,907 0,000 0,081 0,012 
0,272 0,019 0,656 0,053 0,020 0,019 0,885 0,076 0,866 0,017 0,100 0,017 
0,304 0,036 0,610 0,050 0,020 0,042 0,829 0,109 0,837 0,034 0,118 0,011 
0,271 0,055 0,623 0,051 0,022 0,057 0,856 0,065 0,810 0,050 0,121 0,019 
0,224 0,080 0,644 0,052 0,022 0,066 0,863 0,049 0,759 0,073 0,153 0,015 
w6s
a
: fração de água no solvente; w4
b
: corresponde aos ácidos graxos livres do óleo + ácidos graxos livres 
adicionados. 
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Tabela 11 Sistemas compostos por óleo refinado de gérmen de trigo (3) + ácido linoleico 
comercial (4) + etanol anidro (5) na temperatura de 50 
o
C e óleo refinado de gérmen de trigo 
(3) + ácido linoleico comercial (4) + etanol (5) + água (6), ambos na temperatura de 50 
o
C. 
w6S
a Composição global Fase Alcoolica Fase Oleosa 
 
w3 w4
b w5 w6 w3 w4 w5 w6 w3 w4
 b w5 w6 
0,0 
0,339 0,001 0,660 0,000 0,137 0,001 0,862 0,000 0,751 0,001 0,248 0,000 
0,282 0,006 0,712 0,000 0,137 0,007 0,856 0,000 0,723 0,005 0,272 0,000 
0,298 0,019 0,683 0,000 0,169 0,020 0,811 0,000 0,659 0,017 0,324 0,000 
0,318 0,029 0,653 0,000 0,208 0,030 0,762 0,000 0,566 0,025 0,409 0,000 
 
0,340 0,000 0,610 0,050 0,037 0,000 0,874 0,089 0,877 0,000 0,114 0,009 
9,0 0,299 0,019 0,631 0,051 0,035 0,022 0,870 0,073 0,833 0,018 0,138 0,011 
 
0,306 0,039 0,606 0,049 0,042 0,042 0,825 0,091 0,793 0,036 0,152 0,019 
 
0,278 0,072 0,601 0,049 0,063 0,079 0,717 0,141 0,721 0,069 0,186 0,024 
w6s
a
: fração de água no solvente; w4
b
: corresponde aos ácidos graxos livres do óleo + ácidos graxos livres 
adicionados. 
 
Os desvios no balanço de massa global foram calculados de acordo com 
metodologia descrita no item 5.3.3.6 e os valores para todos os sistemas foram inferiores a 0,5 
%, variando de 0,05 % a 0,44 %. Segundo (Marcilla et al., 1995a) valores de desvio no 
balanço de massa global abaixo de 0,5 % indicam boa qualidade dos dados experimentais. 
As Figuras de 1 a 6 apresentam os sistemas apresentados na Tabelas 3 a 11, em 
coordenadas retangulares. 
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Figura 1 Diagrama de equilíbrio líquido-líquido dos sistemas composto por: óleo refinado de 
gergelim claro (1) + ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (5): (■) e (―) 
correspondem às composições das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do sistema 
na temperatura de 25 
o
C; .(□) e (---) correspondem às composições das fases, pontos de 
mistura e linhas de amarração do sistema na temperatura de 35 
o
C e (▲) e (-•-•-•-) 
correspondem às composições das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do sistema 
na temperatura de 50 
o
C. 
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Figura 2 Diagrama de equilíbrio líquido-líquido dos sistemas composto por: óleo de gergelim 
claro (1) + ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (5) + água (6): (■) e (―) corresponde 
às composições das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do sistema na temperatura 
de 25 
o
C; (▲) e (-•-•-•-) corresponde às composições das fases, pontos de mistura e linhas de 
amarração do sistema na temperatura de 50 
o
C. 
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Figura 3 Diagrama de equilíbrio líquido-líquido dos sistemas composto por: óleo de gergelim 
torrado (2) + ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (5): (■) e (―) corresponde às 
composições das fases, pontos de mistura e linhas de amarração na temperatura de 25 
o
C; (□) 
e (---) corresponde às composições das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do 
sistema na temperatura de 35 
o
C e (▲) e (-•-•-•-) corresponde às composições das fases, 
pontos de mistura e linhas de amarração do sistema na temperatura de 50 
o
C. 
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Figura 4 Diagrama de equilíbrio líquido-líquido dos sistemas composto por: óleo de gergelim 
torrado (2) + ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (5) + água (6): (■) e (―) 
corresponde às composições das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do sistema na 
temperatura de 25 
o
C; (□).e (---) corresponde às composições das fases, pontos de mistura e 
linhas de amarração do sistema na temperatura de 35 
o
C e (▲) e (-•-•-•-) corresponde às 
composições das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do sistema na temperatura de 
50 
o
C 
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Figura 5 Diagrama de equilíbrio líquido-líquido dos sistemas composto por: óleo de gérmen 
de trigo (3) + ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (5): (■) e (―) corresponde às 
composições das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do sistema na temperatura de 
25 
o
C; (□) e (---) corresponde às composições das fases, pontos de mistura e linhas de 
amarração do sistema na temperatura de 35 
o
C e (▲) e (-•-•-•-) corresponde às composições 
das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do sistema na temperatura de 50 
o
C. 
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Figura 6 Diagrama de equilíbrio líquido-líquido dos sistemas composto por: óleo de gérmen 
de trigo (3) + ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (5) + água (6): (■) e (―) 
corresponde às composições das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do sistema na 
temperatura de 25 
o
C; (□).e (---) corresponde às composições das fases, pontos de mistura e 
linhas de amarração do sistema na temperatura de 35 
o
C e (▲) e (-•-•-•-) corresponde às 
composições das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do sistema na temperatura de 
50 
o
C. 
 
Comparando os sistemas nas três temperaturas estudadas e com os dois solventes, 
observa-se que, com o aumento da temperatura, houve a redução da região heterogênea, 
devido ao aumento da solubilidade entre as fases do sistema. O mesmo é observado à medida 
que a porcentagem de ácidos graxos livres aumenta na composição global dos sistemas. A 
adição de água no sistema aumenta a região de separação de fases nas três temperaturas 
estudadas, devido ao aumento da polaridade do solvente. Não foi observado na literatura 
dados de ELL de sistemas compostos por óleo refinado de gérmen de trigo e óleo bruto de 
gergelim. Os valores dos coeficientes de distribuição médios dos ácidos graxos nos sistemas 
compostos por óleo refinado de gergelim claro sem adição de água foram 1,23, 1,51 e 1,14 
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para as temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C, respectivamente, e com adição de água 1,18 e 
1,15 para as temperaturas de 25 
o
C e 50 
o
C. Para os sistemas compostos de óleo bruto de 
gergelim torrado sem adição de água, os valores dos coeficientes de distribuição médios dos 
ácidos graxos livres foram 1,28, 1,33 e 1,18 para as temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C, 
respectivamente, e com adição de água, 1,07, 1,13 e 1,38, para as temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C, respectivamente. Para os sistemas compostos por óleo refinado de gérmen de trigo 
sem adição de água, os valores dos coeficientes de distribuição médios dos ácidos graxos 
livres foram 1,33,1,28 e 1,18 para as temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C, respetivamente, e 
para os sistemas com adição de água 1,16, 1,09 e 1,17 nas temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C, respectivamente. Pode-se observar que não houve diferenças significativas entre os 
valores de coeficientes de distribuição médio dos ácidos graxos livres para os diferentes 
sistemas estudados nesse trabalho. As diferenças são observadas principalmente quando água 
é adicionada nos sistemas, onde os valores do coeficiente de distribuição diminuem para 
valores na ordem de 1,1, esse comportamento foi observado para os três óleos estudados nesse 
trabalho, isso mostra a pequena influência da temperatura na partição dos ácidos graxos livres 
e a forte influência da presença de água, que faz com que os ácidos graxos livres migrem em 
menores proporções para a fase solvente. O mesmo comportamento foi observado por 
Chiyoda et al. (2010) e Rodrigues et al. (2007) para sistemas compostos por óleo de soja 
refinado + ácido linoleico comercial + etanol + água nas temperaturas de 298,15 K e 323,15 
K, respectivamente, e encontraram o mesmo comportamento desse trabalho mesmo com 
diferentes teores de água adicionados ao solvente.  
Rodrigues et al. (2006) estudaram sistemas compostos por óleo de gergelim + 
ácidooléico comercial+ solvente (etanol e etanol + água) na temperatura de 25 
o
C, este 
juntamente com os dados obtidos neste trabalho estão reportados na A Figura 7. 
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Figura 7 Equilíbrio líquido-líquido dos sistemas compostos por óleo bruto de gergelim (1) + 
ácido oleico comercial (4) + etanol (5): (■), (―) e correspondem a composição das fases, 
pontos de mistura e linhas de amarração do sistema repostado por Rodrigues et al. (2006), (●), 
(---) correspondem a composição das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do 
sistema estudado neste trabalho. 
 
A comparação entre os dados reportados por Rodrigues et al. (2006) e os dados 
obtidos neste trabalho mostram pequenas diferenças, facilmente explicadas pelas diferenças 
entre as origens dos óleos vegetais e composição. Não foram comparados os dados em outras 
concentrações de água, pois os teores estudados pelos autores foram 6,22 % e 12,27 %, 
enquanto neste trabalho foi estudado apenas o teor de 5,35 %, além do sistema comparado que 
foi sem adição de água.  
O processo de torra do gergelim antes da extração do óleo não interferiu na 
partição dos compostos entre as fases em ELL, apresentando valores muito próximos quando 
compara-se os sistemas compostos por óleo bruto de gergelim claro e torrado.  
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5.4.3 Quantificação dos tocoferóis nas fases dos sistemas em equilíbrio 
líquido-líquido 
Nesse item serão apresentados os resultados da quantificação dos teores de 
tocoferóis das fases oleosa e alcoólica dos sistemas em equilíbrio líquido-líquido. 
Os coeficientes de distribuição (ki) foram calculados a partir da equação 1, a fim 
de avaliar a distribuição dos tocoferóis nas fases alcoólica e oleosa em equilíbrio.  
    
  
  
  
   
Onde   
   é a quantidade de tocoferol na fase alcoólica e   
   é a quantidade de tocoferol na 
fase oleosa. 
Quando o valor obtido para o coeficiente é menor que 1, significa que os 
tocoferóis apresentam maior preferência pela fase oleosa do que pela fase alcoólica.  
As Tabelas 12 a 20 apresentam as concentrações (mg.kg
-1
) e o coeficiente de 
distribuição para os tocoferóis (alfa, gama e delta) nas fases oleosa e alcoólica em equilíbrio 
líquido-líquido dos sistemas compostos por óleo bruto de gergelim claro, óleo bruto de 
gergelim torrado e óleo refinado de gérmen de trigo, com etanol e etanol + água e nas 
temperaturas de 25 °C, 35 °C e 50 °C. As curvas de calibração para a quantificação das fases 
em equilíbrio líquido- líquido estão apresentadas no Apêndice 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(1) 
Capítulo 5                                                                                                                               125 
 
Tabela 12 Teor de tocoferóis para sistemas compostos por óleo bruto de gergelim claro (1) + 
ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (5) e óleo bruto de gergelim claro (1) + ácido 
linoleico comercial (4) + etanol (5) + água (6), ambos a 25 
o
C. 
  
Alfa
c 
Beta
c
/Gama
c 
Delta
c 
Total
c
 
 
100w6s
a
 = 0,0 
  
mg.kg
-1
 
 
TL
b
 1 
FA
d
 Traços 89,030 Traços 89,03 
FO
c
 Traços 170,15 Traços 170,15 
ki
e
 Traços 0,52 Traços 0,52 
TL
b
 2 
FA
d
 Traços 104,07 Traços 104,07 
FO
c
 Traços 173,14 Traços 173,14 
ki
e
 Traços 0,60 Traços 0,60 
TL
b
 3 
FA
d
 Traços 107,69 Traços 107,69 
FO
c
 Traços 160,67 Traços 160,67 
ki
e
 Traços 0,67 Traços 0,67 
TL
b
 4 
FA
d
 Traços 72,73 Traços 72,73 
FO
c
 Traços 139,43 Traços 139,43 
ki
e
 Traços 0,52 Traços 0,52 
 
100w6s
a
 =5,4 
 
 mg.kg
-1
 
 
TL
b
 1 
FA
d
 Traços 85,24 Traços 85,24 
FO
c
 Traços 246,47 Traços 246,47 
ki
e
 Traços 0,35 Traços 0,35 
TL
b
 2 
FA
d
 Traços 74,03 Traços 74,03 
FO
c
 Traços 196,75 Traços 196,75 
ki
e
 Traços 0,38 Traços 0,38 
TL
b
 3 
FA
d
 Traços 78,50 Traços 78,50 
FO
c
 Traços 177,77 Traços 177,77 
ki
e
 Traços 0,44 Traços 0,44 
TL
b
 4 
FA
d
 Traços 80,64 Traços 80,64 
FO
c
 Traços 159,40 Traços 159,40 
ki
e
 Traços 0,51 Traços 0,51 
100w6s
a
 porcentagem de água no etanol; 
b
 tie line; 
c
 fase oleosa; 
d
 fase alcoólica; 
e
 coeficiente de distribuição. 
. 
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Tabela 13 Teor de tocoferóis para sistemas compostos por óleo bruto de gergelim claro (1) + 
ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (5) a 35 
o
C. 
  
Alfa
c 
Beta
c
/Gama
c 
Delta
c 
Total
c
 
 
100w6s
a
 = 0,0  mg.kg
-1
 
 
 
TL
b
 1 
FA
d
 Traços 69,25 Traços 69,25 
FO
c
 Traços 94,96 Traços 94,96 
ki
e
 Traços 0,73 Traços 0,73 
TL
b
 2 
FA
d
 Traços 89,48 Traços 89,48 
FO
c
 Traços 86,26 Traços 86,26 
ki
e
 Traços 1,04 Traços 1,04 
TL
b
 3 
FA
d
 Traços 54,21 Traços 54,21 
FO
c
 Traços 52,03 Traços 52,03 
ki
e
 Traços 1,04 Traços 1,04 
100w6s
a
 porcentagem de água no etanol; 
b
 tie line; 
c
 fase oleosa; 
d
 fase alcoólica; 
e
 coeficiente de distribuição. 
. 
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Tabela 14 Teor de tocoferóis para sistemas compostos por óleo bruto de gergelim claro (1) + 
ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (5) a 50 
o
C e óleo bruto de gergelim claro (1) + 
ácido linoleico comercial (4) + etanol (5) + água (6), ambos a 50 
o
C. 
  
Alfa
c 
Beta
c
/Gama
c 
Delta
c 
Total
c
 
 
100w6s
a
 =  0,0 
 
mg.kg
-1
 
  
TL
b
 1 
FA
d
 Traços 86,05 Traços 86,05 
FO
c
 Traços 129,29 Traços 129,29 
ki
e
 Traços 0,67 Traços 0,67 
TL
b
 2 
FA
d
 Traços 99,98 Traços 99,98 
FO
c
 Traços 193,62 Traços 193,62 
ki
e
 Traços 0,52 Traços 0,52 
TL
b
 3 
FA
d
 Traços 129,74 Traços 129,74 
FO
c
 Traços 271,72 Traços 271,72 
ki
e
 Traços 0,478 Traços 0,48 
TL
b
 4 
FA
d
 Traços 36,92 Traços 36,92 
FO
c
 Traços 117,30 Traços 117,30 
ki
e
 Traços 0,32 Traços 0,32 
 
100w6s
a
 = 5,4 
 
mg.kg
-1
 
  
TL
b
 1 
FA
d
 Traços 83,15 Traços 83,15 
FO
c
 Traços 204,44 Traços 204,44 
ki
e
 Traços 0,41 Traços 0,41 
TL
b
 2 
FA
d
 Traços 84,49 Traços 84,49 
FO
c
 Traços 183,27 Traços 183,27 
ki
e
 Traços 0,46 Traços 0,46 
TL
b
 3 
FA
d
 Traços 73,51 Traços 73,51 
FO
c
 Traços 147,98 Traços 147,98 
ki
e
 Traços 0,50 Traços 0,50 
100w6s
a
 porcentagem de água no etanol; 
b
 tie line; 
c
 fase oleosa; 
d
 fase alcoólica; 
e
 coeficiente de distribuição. 
 
 
 
 
Capítulo 5                                                                                                                               128 
 
Tabela 15 Teor de tocoferóis para sistemas compostos por óleo bruto de gergelim torrado (2) 
+ ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (5) a 25 
o
C e óleo bruto de gergelim torrado 
(2) + ácido linoleico comercial (4) + etanol (5) + água (6), ambos a 25 
o
C. 
  
Alfa
c 
Beta
c
/Gama
c 
Delta
c 
Total
c
 
 
100w6s
a
 =  0,0 
 
mg.kg
-1
 
  
TL
b
 1 
FA
d
 Traços 88,95 Traços 88,95 
FO
c
 Traços 152,90 Traços 152,90 
ki
e
 Traços 0,58 Traços 0,58 
TL
b
 2 
FA
d
 Traços 74,27 Traços 74,27 
FO
c
 Traços 119,00 Traços 119,00 
ki
e
 Traços 0,62 Traços 0,62 
TL
b
 3 
FA
d
 Traços 77,56 Traços 77,56 
FO
c
 Traços 129,48 Traços 129,48 
ki
e
 Traços 0,60 Traços 0,60 
TL
b
 4 
FA
d
 Traços 61,60 Traços 61,60 
FO
c
 Traços 66,36 Traços 66,36 
ki
e
 Traços 0,93 Traços 0,93 
 
100w6s
a
 = 3,6 
 
mg.kg
-1
 
  
TL
b
 1 
FA
d
 Traços 73,93 Traços 73,93 
FO
c
 Traços 227,03 Traços 227,03 
ki
e
 Traços 0,33 Traços 0,33 
TL
b
 2 
FA
d
 Traços 84,83 Traços 84,83 
FO
c
 Traços 222,74 Traços 222,74 
ki
e
 Traços 0,38 Traços 0,38 
TL
b
 3 
FA
d
 Traços 75,99 Traços 75,99 
FO
c
 Traços 188,27 Traços 188,27 
ki
e
 Traços 0,40 Traços 0,40 
100w6s
a
 porcentagem de água no etanol; 
b
 tie line; 
c
 fase oleosa; 
d
 fase alcoólica; 
e
 coeficiente de distribuição. 
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Tabela 16 Teor de tocoferóis para sistemas compostos por óleo bruto de gergelim torrado (2) 
+ ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (4) a 35 
o
C e óleo bruto de gergelim torrado 
(2) + ácido linoleico comercial (4) + etanol (5) + água (6), ambos a 35 
o
C. 
 
 
Alfa
c 
Beta
c
/Gama
c 
Delta
c 
Total
c
 
 
100w6s
a
 = 0,0 
 
mg.kg
-1
 
  
TL
b
 1 
FA
d
 Traços 55,82 Traços 55,82 
FO
c
 Traços 93,11 Traços 93,11 
ki
e
 Traços 0,60 Traços 0,60 
TL
b
 2 
FA
d
 Traços 65,38 Traços 65,38 
FO
c
 Traços 108,28 Traços 108,28 
ki
e
 Traços 0,60 Traços 0,60 
TL
b
 3 
FA
d
 Traços 4,56 Traços 4,56 
FO
c
 Traços 12,46 Traços 12,46 
ki
e
 Traços 0,37 Traços 0,37 
 
100w6s
a
 = 5,2 
 
mg.kg
-1
 
  
TL
b
 1 
FA
d
 Traços 70,84 Traços 70,84 
FO
c
 Traços 191,07 Traços 191,07 
ki
e
 Traços 0,37 Traços 0,37 
TL
b
 2 
FA
d
 Traços 59,79 Traços 59,79 
FO
c
 Traços 150,69 Traços 150,69 
 ki
e
 Traços 0,40 Traços 0,40 
TL
b
 3 
FA
d
 Traços 40,40 Traços 40,40  
FO
c
 Traços 130,07 Traços 130,07 
ki
e
 Traços 0,31 Traços 0,31 
100w6s
a
 porcentagem de água no etanol; 
b
 tie line; 
c
 fase oleosa; 
d
 fase alcoólica; 
e
 coeficiente de distribuição. 
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Tabela 17 Teor de tocoferóis para sistemas compostos por óleo bruto de gergelim torrado (2) 
+ ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (5) a 50 
o
C e óleo bruto de gergelim torrado 
(2) + ácido linoleico comercial (4) + etanol (5) + água (6), ambos a 50 
o
C. 
  
Alfa
c
 Beta
c
/Gama
c
 Delta
c
 Total
c
 
 
100w6s
a
 =  0,0 
 
mg.kg
-1
 
  
TL
b
 1 
FA
d
 Traços 119,96 Traços 119,96 
FO
c
 Traços 182,11 Traços 182,11 
ki
e
 Traços 0,66 Traços 0,66 
TL
b
 2 
FA
d
 Traços 123,35 Traços 123,35 
FO
c
 Traços 164,31 Traços 164,31 
ki
e
 Traços 0,75 Traços 0,75 
TL
b
 3 
FA
d
 Traços 107,20 Traços 107,20 
FO
c
 Traços 152,35 Traços 152,35 
ki
e
 Traços 0,70 Traços 0,70 
 
100w6s
a
 = 5,2 
 
mg.kg
-1
 
  
TL
b
 1 
FA
d
 Traços 90,26 Traços 90,26 
FO
c
 Traços 202,60 Traços 202,60 
ki
e
 Traços 0,45 Traços 0,45 
TL
b
 2 
FA
d
 Traços 70,76 Traços 70,76 
FO
c
 Traços 162,32 Traços 162,32 
ki
e
 Traços 0,44 Traços 0,44 
TL
b
 3 
FA
d
 Traços 73,45 Traços 73,45 
FO
c
 Traços 140,15 Traços 140,15 
ki
e
 Traços 0,52 Traços 0,52 
TL
b
 4 
FA
d
 Traços 13,80 Traços 13,80 
FO
c
 Traços 96,26 Traços 96,26 
ki
e
 Traços 0,14 Traços 0,14 
100w6s
a
 porcentagem de água no etanol; 
b
 tie line; 
c
 fase oleosa; 
d
 fase alcoólica; 
e
 coeficiente de distribuição. 
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Tabela 18 Teor de tocoferóis para sistemas compostos por óleo refinado de gérmen de trigo 
(3) + ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (5) a 25 
o
C e óleo refinado de gérmen de 
trigo (3) + ácido linoleico comercial (4) + etanol (5) + água (6), ambos a 25 
o
C. 
  Tocoferóis 
  
Alfa
c
 Beta
c
/Gama
c
 Delta
c
 Total
c
 
 
100w6s
a
 =  0,0 
 
mg.kg
-1
 
  
TL
b
 1 
FA
d
 46,83 196,87 14,62 243,69 
FO
c
 80,1 308,92 2,61 389,02 
ki
e
 0,59 0,64 5,6 0,63 
TL
b
 2 
FA
d
 31,12 201,31 26,45 232,43 
FO
c
 31,12 290,82 33,35 321,94 
ki
e
 1,00 0,69 0,79 0,72 
TL
b
 3 
FA
d
 54,38 213,69 28,18 268,07 
FO
c
 100,11 308,72 13,42 408,83 
ki
e
 0,54 0,69 2,10 0,66 
TL
b
 4 
FA
d
 54,12 190,35 3,92 244,47 
FO
c
 17,41 205,1 10,21 222,51 
ki
e
 3,11 0,93 0,38 1,10 
TL
b
 5 
FA
d
 14,77 154,38 17,00 169,15 
FO
c
 64,2 214,38 20,00 278,58 
ki
e
 0,23 0,72 86,55 0,61 
 
100w6s
a
 = 7,0 
 
mg.kg
-1
 
  
TL
b
 1 
FA
d
 33,60 133,35 16,37 166,95 
FO
c
 129,56 406,33 41,5 535,89 
ki
e
 0,26 0,33 0,40 0,31 
TL
b
 2 
FA
d
 31,82 118,54 2,83 150,36 
FO
c
 31,82 340,37 35,14 372,18 
 ki
e
 1,00 0,35 0,08 0,40 
100w6s
a
 porcentagem de água no etanol; 
b
 tie line; 
c
 fase oleosa; 
d
 fase alcoólica; 
e
 coeficiente de distribuição. 
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Tabela 19 Teor de tocoferóis para sistemas compostos por óleo refinado de gérmen de trigo 
(3) + ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (5) a 35 
o
C e óleo refinado de gérmen de 
trigo (3) + ácido linoleico comercial (4) + etanol (5) + água (6), ambos a 35 
o
C. 
  Tocoferóis 
  
Alfa
c 
Beta
c
/Gama
c 
Delta
c 
Total
c 
 
100w6s
a
 = 0,0 
 
mg.kg
-1
 
  
TL
b
 1 
FA
d 57,97 211,27 33,01 269,24 
FO
c 106,20 321,77 20,13 427,96 
ki
e 0,55 0,66 1,64 0,63 
TL
b
 2 
FA
d 28,14 188,03 26,38 216,17 
FO
c 28,14 296,66 32,63 324,80 
ki
e 1,00 0,63 0,81 0,67 
TL
b
 3 
FA
d 54,48 202,84 32,58 257,32 
FO
c 93,54 287,31 32,54 380,85 
ki
e 0,58 0,71 1,00 0,68 
TL
b
 4 
FA
d 48,65 177,32 14,08 225,97 
FO
c 72,93 258,62 4,57 331,55 
ki
e 0,67 0,69 3,09 0,68 
TL
b
 5 
FA
d 12,70 164,45 23,92 177,15 
FO
c 57,83 315,99 9,03 373,82 
ki
e 0,22 0,52 2,65 0,47 
TL
b
 6 
FA
d 44,67 163,03 10,17 207,70 
FO
c 68,86 231,51 12,58 300,37 
ki
e 0,65 0,70 0,81 0,69 
 
100w6s
a
 = 7,5 
 
mg.kg
-1
 
  
TL
b
 1 
FA
d 35,69 136,68 14,46 172,36 
FO
c 122,09 415,80 72,86 537,88 
ki
e 0,29 0,33 0,20 0,32 
TL
b
 2 
FA
d 30,92 119,42 2,68 150,34 
FO
c 30,92 294,04 49,13 324,96 
ki
e 1,00 0,41 0,06 0,46 
TL
b
 3 
FA
d Traços 123,58 9,03 123,58 
FO
c 46,99 304,61 Traços 351,60 
ki
e Traços 0,41 Traços 0,35 
TL
b
 4 
FA
d 10,69 129,14 35,87 139,83 
FO
c 57,17 303,02 62,56 360,19 
ki
e 0,19 0,43 0,57 0,39 
TL
b
 5 
FA
d 10,65 85,50 13,91 96,15 
FO
c 50,17 253,25 46,92 303,42 
ki
e 0,21 0,34 0,30 0,32 
100w6s
a
 porcentagem de água no etanol; 
b
 tie line; 
c
 fase oleosa; 
d
 fase alcoólica; 
e
 coeficiente de distribuição. 
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Tabela 20 Teor de tocoferóis para sistemas compostos por óleo refinado de gérmen de trigo 
(3) + ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (5) a 50 
o
C e óleo refinado de gérmen de 
trigo (3) + ácido linoleico comercial (4) + etanol (5) + água (6), ambos a 50 
o
C. 
  Tocoferol 
  
Alfa
 
Beta/Gama
 
Delta
 
Total 
 
100w6s
a
 =  0,0 
 
mg.kg
-1
 
  
TL
b
1 
FA
d
 58,80 222,70 34,64 281,50 
FO
c
 99,64 320,21 44,18 419,85 
ki
e
 0,59 0,70 0,78 0,67 
TL
b
 2 
FA
d
 70,79 245,69 32,67 316,47 
FO
c
 70,79 260,93 15,38 331,71 
ki
e
 1,00 0,94 2,13 0,95 
TL
b
 3 
FA
d
 46,69 201,43 22,25 248,12 
FO
c
 34,85 240,43 18,13 275,28 
ki
e
 1,34 0,84 1,23 0,90 
TL
b
 4 
FA
d
 24,08 191,67 3,05 215,74 
FO
c
 68,65 272,12 36,49 340,77 
ki
e
 0,35 0,70 0,08 0,63 
 100w6s
a
 = 9,0  mg.kg
-1
   
TL
b
 1 
FA
d
 31,03 148,10 39,73 179,07 
FO
c
 104,17 400,49 80,28 504,66 
ki
e
 0,30 0,37 0,50 0,36 
TL
b
 2 
FA
d
 29,30 148,67 38,42 177,97 
FO
c
 29,30 351,90 69,18 381,20 
ki
e
 1,00 0,42 0,56 0,47 
TL
b
 3 
FA
d
 Traços 149,37 40,09 149,37 
FO
c
 84,46 335,61 Traços 420,07 
ki
e
 Traços 0,45 Traços 0,36 
TL
b
 4 
FA
d
 19,65 145,26 36,36 164,90 
FO
c
 11,13 237,63 55,21 248,77 
ki
e
 1,77 0,611 0,66 0,66 
100w6s
a
 porcentagem de água no etanol; 
b
 tie line; 
c
 fase oleosa; 
d
 fase alcoólica; 
e
 coeficiente de distribuição. 
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Pode-se observar que os coeficientes de distribuição dos tocoferóis, para todos os 
sistemas estudados, foram menores do que a unidade, portanto, confirmam que os tocoferóis 
possuem afinidade pela fase oleosa. A adição de água nos sistemas fez com que os tocoferóis 
e tocotrienóis ficassem preferencialmente retidos na fase oleosa. O mesmo comportamento de 
partição foi observado tanto para o óleo claro e torrado de gergelim. A Figura 8 apresenta os 
valores dos coeficientes de distribuição dos tocoferóis totais presentes no sistema composto 
por óleo refinado de gérmen de trigo (3) + ácido linoleico comercial (4) + etanol anidro (5) e 
óleo refinado de gérmen de trigo (3) + ácido linoleico comercial (4) + etanol (5) + água (6) a 
50 
o
C em função do teor de ácidos graxos livres no ponto de mistura (w4
CG
).  
 
Figura 8 Coeficientes de distribuição dos tocoferóis totais para os sistemas compostos por 
óleo refinado de gérmen de trigo com etanol (■) e etanol (5) + água (6) (●) ambos sistemas a 
50 
o
C. 
 
Pode-se observar na Figura 8, que quando água está presente nos sistemas, os 
valores dos coeficientes de distribuição dos tocoferóis totais foram menores quando 
comparandos com os sistemas sem água, representando que aumento na  sua retenção no óleo 
refinado de gérmen de trigo. O mesmo comportamento foi observado para todos os óleos 
estudados neste trabalho. De forma geral, à medida que aumentou-se o teor de ácidos graxos 
livres no ponto de mistura dos sistemas, o coeficiente de distribuição dos tocoferóis 
aumentou, elevando a retenção dos tocoferóis na a fase oleosa, o mesmo comportamento foi 
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observado quando foi elevada temperatura dos sistemas (vide Tabelas 12 a 20). Não foi 
observado diferença entre os sistemas compostos por diferentes óleos vegetais. Os valores dos 
coeficientes de distribuição dos tocoferóis e tocotrienóis apresentaram valores semelhantes 
para todos os óleos estudados. Com a elevação da temperatura dos sistemas, os coeficientes 
de distribuição dos tocoferóis aumentaram para os sistemas sem e com adição de água. Para 
os sistemas determinados sem adição de água, na temperatura de 25 
o
C, os coeficientes de 
distribuição apresentaram valores médios de 0,66, na temperatura de 35 
o
C, 0,70 e na 
temperatura de 50 
o
C, e para os sistemas com adição de água, os valores médios dos 
coeficientes de distribuição foram 0,38, 0,36 e 0,44 para as temperaturas de 25
 o
C, 35 
o
C e 50 
o
C, respectivamente. Pode-se observar que quando água é adicionada aos sistemas, os 
tocoferóis ficam preferencialmente retidos na fase oleosa, apresentando coeficiente de 
distribuição superiores aos encontrados para os sistemas sem adição de água. De uma maneira 
geral, a presença de água nos sistemas aumenta a retenção dos compostos na fase oleosa.  
Ansolin et al. (2013) estudaram a partição dos tocoferóis e tocotrienóis presentes 
em sistemas compostos por óleo de soja degomado e óleo de farelo de arroz refinado e 
encontraram valores de coeficiente de distribuição médios para os tocoferóis e tocotrienóis 
totais  nos sistemas sem adição de água nas temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C de 0,58, 
0,65 e 0,63, respectivamente. O teor de água adicionado nos sistemas reportados por Ansolin 
et al. (2013) são diferentes dos estudados neste trabalho, por isso não foram comparados. 
Apesar dos óleos estudados serem de origem diferentes, os valores de coeficientes de 
distribuição não oscilaram muito, apresentando valores próximos.  
 
5.5 Conclusão 
De acordo com os resultados encontrados nesse trabalho foi possível concluir que 
o aumento da temperatura nos sistemas diminui a região heterogênea, ou seja, diminui a 
região de separação de fases. A presença de água nos sistemas aumentou a região de 
separação de fases, fazendo com que o óleo permanecesse preferencialmente retido na fase 
oleosa, diminuindo a perda de óleo para a fase alcoólica. Os tocoferóis e tocotrienóis ficaram 
preferencialmente retidos na fase oleosa garantido que as propriedades nutricionais dos óleos 
estudados seriam mantidas se o processo de extração líquido-líquido for usado na 
desacidificação de óleos vegetais. O coeficiente de distribuição dos tocoferóis aumentou com 
o aumento da temperatura e da concentração de ácidos graxos livres no ponto de composição 
global. A presença de água nos sistemas fez com que os tocoferóis ficassem 
preferencialmente retidos na fase oleosa. Os valores de coeficientes de distribuição dos 
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tocoferóis para os sistemas sem adição de água nas temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C 
foram de 0,66,0,70 e 0,66 respectivamente e para os sistemas com adição de água os valores 
para as mesmas temperaturas foram de 0,38, 0,36 e 0,44, respectivamente. Não foi verificado 
grandes diferenças entre os valores de coeficientes de distribuição dos tocoferóis obtidos para 
os diferentes óleos vegetais estudados. 
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Resumo 
Os tocoferóis, tocotrienóis e carotenóides são compostos minoritários presentes nos óleos 
vegetais com características antioxidantes. Técnicas tradicionais de refino dos óleos vegetais, 
removem grande parte destes compostos. Técnicas alternativas de refino, como refino com 
solvente, são uma alternativa para minimizar as perdas desses compostos. O objetivo desse 
trabalho foi investigar o equilíbrio líquido-líquido de sistemas graxos contendo os óleos de 
castanha do Brasil e buriti, ácido oleico comercial e etanol ou etanol hidratado como 
solventes, nas temperaturas de 25 
o
C e 50 
o
C, com o objetivo de avaliar a distribuição de 
tocoferóis, tocotrienóis e alfa e beta caroteno entre as fases em equilíbrio líquido-líquido. 
Como resultado, o refino com solvente mostrou-se eficiente para remoção dos ácidos graxos 
livres, apresentando coeficientes de distribuição maiores que 1 para os teores de ácidos graxos 
livres presentes nos sistemas, para todos os sistemas estudados. Os tocoferóis, tocotrienóis, 
alfa e beta caroteno ficaram preferencialmente retidos na fase oleosa, garantindo a qualidade 
nutricional dos óleos vegetais quando etanol e etanol hidratado foram utilizados como 
solventes, nas duas temperaturas estudadas. 
 
 
 
 
PALAVRAS CHAVES: óleo bruto de castanha do Brasil, óleo bruto de buriti, equilíbrio 
líquido-líquido, tocóis, carotenóides.   
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6.1 Introdução 
Os óleos vegetais brutos são compostos por triacilgliceróis, cerca de 95 % 
juntamente com ácidos graxos livres, monoacilgliceróis e diacilgliceróis. Os óleos vegetais 
são compostos também por quantidades variáveis de outros componentes como fosfolipídios, 
tocoferóis, esteroides, carotenóides, traços de metais entre outros (Shahidi, 2005). Tocoferóis 
são componentes da vitamina E e presentes em pequenas quantidades nos óleos vegetais, no 
entanto são os mais conhecidos e mais utilizados como antioxidantes, seu mecanismo de ação 
consiste na reação com radicais livres, interrompendo a propagação de reações em cadeia 
(Pokorný, 1991). A deficiência de Vitamina E na dieta humana está relacionada com 
anomalias neurológicas, abetalipoproteinemia e distúrbios de má absorção de gordura 
(Chunhieng et al., 2008). Os carotenóides, também compostos minoritários presentes nos 
óleos vegetais, quando presentes nas plantas são frequentemente usados como corantes 
naturais, mas também possuem atividade antioxidantes, especialmente na presença de luz 
(Pokorný, 1991). 
Em algumas frutas e vegetais, o alfa caroteno acompanha o beta caroteno, 
geralmente com concentrações muito menores. O buriti tem a maior concentração de beta 
caroteno entre as frutas e vegetais frescos analisados no Brasil, o buriti possui quantidades 
elevadas de alfa caroteno, gama caroteno (36 ± 4 μg.g-1) e zeaxantina (20 ± 4 μg.g-1) 
(Rodriguez-Amaya et al., 2008). De acordo com a Anvisa (2006), óleos vegetais comestíveis 
são produtos alimentícios constituídos principalmente por triacilgliceróis de ácidos graxos, 
obtidos unicamente de matéria-prima vegetal, refinado mediante o emprego de processos 
tecnológicos adequados. Poderão conter pequenas quantidades de outros lipídios, tais como 
fosfolipídios, constituintes insaponificáveis e ácidos graxos livres, naturalmente presentes no 
óleo vegetal. O refino dos óleos vegetais consiste as etapas de degomagem, desacidificação, 
clarificação e desodorização (ANVISA, 2006). 
A qualidade final dos óleos vegetais está relacionada com o processo de 
desodorização. Do ponto de vista sensorial, os óleos devem ser de cor clara com um sabor 
suave e uma boa estabilidade oxidativa. Nos últimos anos, a qualidade nutricional também 
passou a ser um atributo dos óleos vegetais, sendo interessante que os mesmos apresentem 
baixos níveis de ácidos graxos trans, baixos teores de triacilgliceróis poliméricos e produtos 
de oxidação secundária e ao mesmo tempo níveis consideráveis de antioxidantes naturais 
(Lindley, 1998). Industrialmente, a desacidificação é realizada por processo químico ou físico, 
o primeiro pode ser empregado para qualquer tipo de óleo vegetal, mas tem como 
desvantagens perdas de óleo por arraste durante a retirada do sabão formado na neutralização 
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e geração de resíduos, o segundo é recomendado para óleos com elevada acidez e é conduzido 
sob condições de altas temperaturas apresentando como desvantagem a perda de componentes 
nutracêuticos. Uma alternativa para a etapa de desacidificação é a extração líquido – líquido 
ou extração com solvente, que se baseia na solubilidade diferenciada de ácidos graxos livres e 
triacilgliceróis em solvente escolhido, tendo como principais benefícios reduções 
significativas de perda de óleo vegetal e por ser conduzido sob condições brandas de 
temperatura com redução de custos energéticos. O óleo vegetal desacidificado por esse 
método possui teores aceitáveis de ácidos graxos livres, sabor e odor brando com redução das 
perdas de compostos minoritários desejáveis. De acordo com Batista et al. (1999), o etanol 
mostrou-se um solvente bastante seletivo para remoção dos ácidos graxos livres presentes no 
óleo quando comparado com metanol e isopropanol, além de ser classificado como solvente 
verde (Jessop, 2011). 
A castanha do Brasil é uma das mais importantes oleaginosas da Amazônia 
brasileira (Santos et al., 2012). As sementes da castanheira (Bertholletia excelsea H. B. K.), 
também conhecidas por castanha do Brasil no mercado internacional pertencem à família das 
Lecythidaceae (Santos et al., 2012). A Castanha do Brasil é constituída por 66 – 69 % de 
lipídios, 14,3 % de proteínas, 12,2 % de carboidratos, 3,5 % de cinzas e 3,5 % de água 
(Chunhieng et al., 2008). O óleo de castanha é amarelo claro e de odor agradável (Chunhieng 
et al., 2008) e é composto por 29 – 84 % de ácido oleico, 30 – 61 % de ácido linoleico, 14 – 
15 % de ácido palmítico, 6 – 8 % de ácido esteárico e 0,5 % de ácido mirístico (Shahidi, 
2005).  
O buriti pertence à família das palmáceas, (Mauritia vinifera M. flexuosa) 
presente em grande parte do território brasileiro, na região central e sul Amazônia. O óleo de 
buriti é rico em ácidos graxos insaturados, principalmente ácido oleico (73,3 % - 78,73 %); 
Apresenta em sua composição aproximadamente 800 mg.kg
-1
 de alfa tocoferol e altas 
concentrações de carotenóides (1770 mg.kg
-1
 de carotenóides totais), sendo beta caroteno, o 
caroteno em maior concentração no óleo de buriti (Albuquerque et al., 2005).  
O objetivo desse trabalho foi investigar distribuição dos compostos minoritários 
presentes nos óleos brutos de castanha do Brasil e buriti em experimentos de equilíbrio 
líquido-líquido. Os sistemas graxos foram compostos por óleo bruto de castanha do Brasil (1) 
+ ácido oleico comercial (3) + etanol (4); óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oleico 
comercial (3) + etanol (4) + água (5); óleo bruto de buriti (2) + ácido oleico comercial (3) + 
etanol (4); óleo bruto de buriti (2) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) + água (5) com os 
experimentos de equilíbrio líquido-líquido conduzidos a 25 e 50 °C. Para ambos os óleos 
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vegetais foram avaliados a distribuição dos tocoferóis e dos tocotrienóis (alfa beta + gama e 
delta tocoferol e alfa, gama e delta tocotrienol) e também para o óleo bruto de buriti, o alfa e o 
beta caroteno entre as duas fases em equilíbrio. 
6.2 Material  
6.2.1 Material 
 Óleos brutos de castanha do Brasil e de buriti foram doados pela empresa Beraca Sabará 
Químicos e Ingredientes S.A, (Belém, Brasil). 
 Éter etílico (pureza de 98 %, marca Synth, Brasil); 
 Etanol (pureza de 99 % e 95 %, marca Synth, Brasil) 
 Hydranal ® Coulomat A (Sigma Aldrich, USA) 
 Hydranal ® Coulomat GC (Sigma Aldrich, USA) 
 Padrões de alfa, beta, gama e delta tocoferol (pureza maior que 95 %, Calbiochem, USA) 
 Alfa, gama e delta tocotrienol (Chromadex, USA) 
 Ácido fórmico (pureza > 95 5, Sigma Aldrich, USA) 
 Metanol, Isopropanol, Acetonitrila (Grau HPLC, J.T. Baker, USA) 
 Hidróxido de amônio 28 % - 30 % (Grau HPLC, J.T. Baker, USA) 
 Padrão de beta caroteno (grau HPLC, Sigma, USA) 
 Padrão de alfa caroteno (grau HPLC, Chromadex, USA) 
 Ácido oléico comercial (Fluka, pureza de 60 % a 74 %, USA) 
 
6.2.2 Equipamentos 
 Banho termostático digital (Cole Parmer; modelo 12101-55, USA) 
 Balança analítica eletrônica (Precisa, modelo XT 220A, Suíça); 
 Estufa de convecção de ar (Marconi, modelo MA035, Brasil) 
 Titulador automático (Metrohm, modelo 808KF Titrando, Suíça);  
 Titulador Karl Fischer coulométrico (Metrohm, modelo 831KF, Suíça); 
 Célula de equilíbrio de vidro borossilicato; 
 UPLC/MS acoplado com detector com de arranjo de diodos, fonte de ionização ESI, 
injetor automático e bomba de alta pressão (Waters, modelo Acquity SQD, USA). 
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6.3 Metodologia 
6.3.1 Caracterização do óleo 
Os óleos vegetais foram previamente caracterizados quanto a composição de 
ácidos graxos, teor de ácidos graxos livres, teor de água, teores de alfa, gama e delta tocoferol 
e tocotrienol e alfa e beta caroteno, as metodologias utilizadas estão apresentadas neste 
capítulo nos itens abaixo.  
6.3.2 Determinação do teor de ácidos graxos livres  
A determinação do teor de ácidos graxos livres (AGL) foi realizada por titulação 
com hidróxido de sódio (NaOH) segundo método adaptado da IUPAC (1979). As análises 
foram realizadas com a ajuda de um titulador automático onde a titulação é automaticamente 
finalizada. 
O teor de ácidos graxos livres foi determinado pela equação 1: 
amostra
ÁcidoNaOHBrancoGasto
m
MMNVV
AGL
*10
**)(
(%)

  
(1) 
Onde 
gastoV é o volume de NaOH gasto na titulação, BrancoV é o volume gasto na titulação da 
solução éter: etanol, NaOHN é a normalidade da solução de NaOH, ÁcidoMM é a massa molar 
do ácido graxo e amostram  é a massa de amostra pesada. O resultado é expresso em 
porcentagem. 
 
6.3.3 Determinação do teor de água 
A determinação do teor de água das fases em equilíbrio líquido-líquido foi 
realizada por Karl Fischer coulométrico (Metrohm – 831 KF Coulometer) acoplado ao 
software (TIAMO). As análises foram realizas em triplicata. A quantidade de massa pesada 
para a realização das análises é proporcional ao teor de água presente na amostra. Para teores 
de água presentes nas amostras de 1 %, o recomendado pelo fabricante do equipamento é a 
pesagem de 0,01 g a 0,1 g de amostra, já para teores de água de 10 %, o recomendado é pesar 
0,05 g de amostra. 
 
6.3.4 Determinação do teor de etanol  
O teor de etanol foi analisado pelo método gravimétrico, em estufa de convecção 
forçada de ar a 80 °C por um período de aproximadamente 24 horas, ou até atingir peso 
constante.  
A fração mássica de solvente foi determinada pelas equações 2 e 3. 
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100*
)(
)(
(%)
inicial
finalinicial
m
mm
 água e tanole de Fração

  
(2) 
água de Fraçãoágua e etanol de Fração  tanole de Fração (%)  (3) 
 
A fração de água é determinada pela metodologia descrita anteriormente. 
 
6.3.5 Determinação dos teores de tocoferóis e  tocotrienóis  
A separação e quantificação dos tocoferóis e tocotrienóis foi realizada de acordo 
com metodologia proposta por Ansolin et al. (2017), foi utilizado cromatógrafo líquido de 
ultra eficiência binário equipado com detector de arranjo, espectrômetro de massas com fonte 
de ionização por eletrospray (ESI), coluna Accquity UPLC BEH C18, 2,1 x 100 mm, tamanho 
de partícula 1,7 µm. As amostras foram diluídas em isopropanol e destinadas para a análise.  
 
6.3.6 Determinação do teor de alfa e beta caroteno  
Foi usada a metodologia apresentada no Capítulo 4 para quantificação do alfa e 
beta caroteno presentes no óleo de buriti. A separação dos compostos alfa e beta caroteno foi 
realizada em um cromatógrafo líquido de ultra eficiência binário equipado com detector de 
arranjo de diodos e espectrômetro de massas com fonte de ionização ESI, coluna Accquity 
UPLC BEH C18, 2,1 x 100 mm, tamanho de partícula 1,7 µm. As amostras foram injetadas 
sem nenhum tratamento prévio para a extração do alfa e beta caroteno, apenas diluídas em 
acetonitrila. 
 
6.3.7 Determinação dos dados de equilíbrio líquido -líquido 
O método experimental para a obtenção dos dados experimentais de equilíbrio 
líquido–líquido (ELL) consiste na separação de uma mistura, com composição global 
conhecida, em duas fases líquidas. 
O aparato utilizado para a determinação dos dados de equilíbrio liquido-liquido 
consiste em um conjunto de células de equilíbrio vedadas, com septos e dispostas em série, 
conectadas a um banho termostático. As células são providas de agitação através de um bastão 
magnético  
O procedimento experimental consiste inicialmente na pesagem de cada 
componente, com o auxílio de seringas descartáveis, e adição na célula de equilíbrio líquido-
líquido. Após a pesagem de todos os componentes, as células foram vedadas para não ocorrer 
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perdas de etanol por volatilização, e então foram conectadas ao banho termostático. A mistura 
foi agitada por um período de aproximadamente 40 minutos, transcorrido este tempo, a 
agitação foi interrompida e iniciou-se o processo de decantação com duração aproximada de 
24 horas, após esse período foi verificando a presença de duas fases límpidas com interface 
definida. Amostras de ambas as fases foram cuidadosamente coletadas com o auxílio de 
seringas, evitando a perturbação do sistema. Após a coleta das fases, ambas as fases, oleosa e 
alcoólica, foram caracterizadas. A Figura 1 apresenta um diagrama esquemático de um 
sistema para determinação de dados de equilíbrio líquido-líquido. 
 
 
Figura 1 Diagrama esquemático de uma célula de equilíbrio líquido-líquido. A corresponde 
aos septos para amostragem das fases em equilíbrio líquido-líquido; B corresponde a célula de 
equilíbrio líquido-líquido; C corresponde a fase alcoólica; D corresponde a fase oleosa; E 
corresponde as entradas e saídas da circulação de água do banho termostático; F corresponde 
ao banho termostático; G corresponde ao termômetro digital. Fonte: Dalmolin (2009) 
 
As fases em equilíbrio líquido-líquido foram caracterizadas de acordo com teores 
de ácidos graxos livres, água, etanol e composição alfa, beta/gama e delta tocoferol, alfa, 
gama e delta tocotrienol em todos os sistemas estudados e para os sistemas compostos por 
óleo bruto de buriti foi ainda analisado a composição de alfa e beta caroteno. Os experimentos 
de ELL forma realizados a pressão de 9,36 10
4
 Pa. 
As amostras coletadas de cada fase em ELL foram solubilizadas em isopropanol, 
na proporção de aproximadamente 20 % de amostra da fase oleosa e 80 % de isopropanol e 50 
% da fase alcoólica foram dissolvidas em 50 % de isopropanol, para posterior análise da 
composição das fases.  
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6.3.8 Balanço de massa global  
Para testar a qualidade e precisão dos resultados obtidos dos experimentos de 
equilíbrio líquido-líquido, foram realizados cálculos de balanço de massa global, baseados no 
procedimento desenvolvido por Marcilla et al. (1995) e adaptado para sistemas graxos por 
Rodrigues et al., (2005b). De acordo com Marcilla et al. (1995b), valores de desvio de 
balanço de massa global inferiores a 0,5 % asseguram boa qualidade dos dados experimentais. 
 
6.3.9 Caracterização dos óleos vegetais quanto a composição em ácidos 
graxos. 
Os óleos vegetais estudados foram analisados quanto a composição em ácidos 
graxos de acordo com a metodologia descrita por Basso et al., (2012), as amostras foram 
realizadas em triplicata, foi utilizado cromatógrafo gasoso Perkin Elmer, Clarus 600, 
equipado com detector FID. Utilizou-se coluna capilar Perkin Elmer 225 (50 % 
cianopropilmetil – 50 % fenilmetil polisiloxano), 30 m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro 
e 0,25 mm de espessura. As análises foram realizadas nas seguintes condições: temperatura no 
injetor e detector, 523 K; temperatura no forno, 373 K por 5 minutos, 373 K até 503 K fluxo 
de 5 K/min e 503 K por 20 minutos, o gás de arraste utilizado; hélio, 1 mL.min
-1
; split, 1:40 e 
volume de injeção, 0,4 µL. O perfil de ácidos graxos foi quantificado de acordo com a área 
relativa dos picos. As amostras foram previamente preparadas na forma de metil ésteres de 
acordo com a metodologia proposta por Hartman e Lago (1973). Para a identificação dos 
ácidos graxos, primeiramente foi injetado uma amostra de óleo vegetal com composição 
conhecida para identificação dos tempos de retenção e a partir desses tempos foram 
identificados os picos.  
 
6.3.10 Cálculo da provável composição em triacilgliceróis  
A partir da composição em ácidos graxos dos óleos vegetais estudados, pode-se 
calcular a provável composição em triacilgliceróis (TAG) a partir do programa computacional 
proposto por Antoniosi et al., (1995). O programa computacional baseia-se em equações que 
calculam porcentagem molar de triacilgliceróis presentes em um óleo vegetal.  
A teoria da distribuição “casual”, utilizada pelo programa computacional, 
estabelece que os ácidos graxos se distribuem ao acaso, estatisticamente, em três posições da 
molécula de glicerol. O teor de determinado triacilglicerol é determinado com base no teor de 
ácidos graxos constituintes. O cálculo está baseado nas seguintes expressões:  
Para os triacilgliceróis simples formados por apenas um tipo de ácido graxo: 
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10000
AAA
%AAA  
(4) 
Para os triacilgliceróis formados por dois tipos de ácido graxo: 
.3
10000
AAB
%AAB  
(5) 
Para os triacilgliceróis formados por três tipos de ácido graxo: 
.6
10000
ABC
%ABC   
(6) 
A composição dos triacilgliceróis é calculada de acordo com a distribuição “1, 3 
casual, 2 casual” quando for determinada a composição dos ácidos graxos na posição 1, 3 e na 
posição 2. 
O procedimento para o cálculo 1, 3 casual 2 casual consiste nas seguintes 
condições:  
A probabilidade de uma ácido graxo saturado estar na posição 1, 3 e 2 é dada 
pelas equações 7 e 8: 
 
W
S
xS
posição .  3 posição %  1 %


  
(7) 
 
W
S
xS
posição .
2
  2 %


  
(8) 
A probabilidade de uma ácido graxo insaturado estar na posição 1, 3 e 2 é dada 
pelas Equações 9 e 10: 
 
W
I
xI
posição .  3 posição %  1 %


     Equação (9) 
 
W
I
xI
posição .
2
  2 %


     Equação (10) 
Onde: W  corresponde a % molar do ácido graxo; S  corresponde a soma das % 
dos ácidos graxos saturados e I corresponde a soma das % dos ácidos graxos insaturados, x 
corresponde a um fator de correção e pode ser determinado se o conteúdo de trissaturados em 
uma das posições for conhecida. 
Através da Equação 11 o teor de acilgliceróis trissaturados (%SSS) esperados 
pode ser determinado.  
10000
))(2)((
(%)
xSxSxS
SSS

  
(11) 
Capítulo 6                                                                                                                               150 
 
O programa computacional abrange 22 tipos de ácidos graxos em sua composição, 
isto significa que 2024 diferentes combinações de triacilglicerol podem ser obtidas utilizando 
o máximo de memória do programa. Este fator não é limitante uma vez que os óleos vegetais 
geralmente apresentam em sua composição menos de 15 tipos de ácidos graxos. 
Ainda assim para o cálculo da provável composição em triacilglicerol dois 
aspectos foram considerados: a composição dos isômeros trans foram somadas aos seus 
respectivos isômeros cis e; os triacilgliceróis que apresentam valores menores que 0.1 % são 
ignorados. 
 
6.4 Resultados e Discussão 
6.4.1 Caracterização dos óleos vegetais  
A Tabela 1 apresenta a composição em ácidos graxos, teor de água, teor de ácidos 
graxos livres, composição em tocoferóis, tocotrienóis e alfa e beta caroteno dos óleos brutos 
de castanha do Brasil e buriti e a composição do ácido oléico comercial. A Tabela 2 apresenta 
a provável composição em triacilgliceróis dos óleos.  
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Tabela 1 Caracterização dos óleos brutos de castanha do Brasil e de buriti em composição em 
ácidos graxos, teor de AGL (%), teor de água (%) e teores de tocoferóis (µg.g-1), tocotrienóis 
(µg.g-1) e carotenos (µg.g-1) e a composição do ácido oleico comercial. 
 
 
 
Castanha do 
Brasil Buriti 
Ácido 
oleico 
comercial 
Ácido Graxo Símbolo 
 
100 w
c 
100 w 100 w 
Mirístico M C12:0 a ― ― 0,35 
Palmítico P C16:0a 14,55 17,56 0,38 
Palmitoleico Po C16:1 a 0,43 0,22 6,50 
Esteárico S C18:0 a 10,01 1,54 1,72 
Oleico O C18:1 a 40,52 77,24 77,05 
Oleico Trans ― C18:1 T a b ― ― 0,87 
Linoleico Li C18:2 a 34,49 1,76 11,84 
Linoleico Trans ― C18:2 T a b ― ― 0,67 
Linolênico Ln C18:3 a ― 1,16 ― 
Araquídico A C20:0 a ― 0,52 0,21 
Gadoleico Ga C20:1 a ― ― 0,41 
Teor de AGL (%) 1,45 ±0,2 3,66 ±0,07  
Teor de Água (%) 
 
0,09 ± 0,00 0,13 ± 0,00  
Alfa tocoferol (µg.g
-1
) 35,01 ± 0,17 855,53 ± 11,81  
Beta + Gama tocoferol (µg.g
-1
)  104,86 ± 0,93 667,96 ± 16,87  
Delta tocoferol (µg.g
-1
)  1,30 ± 0,01 31,28 ± 1,59  
Alfa tocotrienol (µg.g
-1
)  Não identificado Traços  
Gama tocotrienol (µg.g
-1
)  Não identificado 3,25 ± 0,07  
Delta Tocotrienol (µg.g
-1
)  Não identificado 7,23 ± 0,39  
Alfa caroteno (µg.g
-1
)  Não identificado 23,23 ± 1,08  
Beta caroteno (µg.g
-1
)  Não identificado 1417,47 ± 28,55  
a
 Cx:y, x = número de carbonos y = número de duplas ligações; 
b
 Isômeros Trans;  
c
 w = Fração mássica; 
d 
Ansolin et al. (2013) 
 
A partir da composição em ácidos graxos foi possível calcular a massa molar 
média do ácido oleico para ser utilizada nos cálculos de composição das fases. 
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Tabela 2 Caracterização em Triacilgliceróis dos óleos de castanha e buriti 
a
 P palmítico; Po palmitoléico; S esteárico; O oleico; Li linoleico; Ln linolênico; A araquídico. 
 
Os valores referentes a composição em ácidos graxos do óleo bruto de buriti 
encontrados nesse trabalho estão de acordo com os resultados reportados por Silva et al. 
(2009) e Darnet et al. (2011), que caracterizam o óleo de buriti em relação a composição em 
ácidos graxos. Os resultados referentes à composição em ácidos graxos presentes no óleo 
bruto de castanha do Brasil estão de acordo com os dados reportados por Shahidi (2005), 
TAG
a 
ND Massa molar Castanha do Brasil Buriti 
POP 50:1 833,37 0,88 7,53 
PLiP 50:2 831,35 1,94 – 
POPo 50:2 831,35 – 0,38 
PLnP 50:3 829,34 0,19 0,11 
POS 52:1 861,42 0,57 1,23 
OOP 52:2 859,41 3,53 35,86 
PLiS 52:2 859,41 – – 
POLi 52:3 857,39 10,14 2,02 
LiLiP 52:4 855,38 12,04 – 
POLn 52:4 855,38 – 1,09 
PLiLn 52:5 853,36 2,21 – 
LnLnP 52:6 851,34 0,11 – 
POA 54:1 889,48 – 0,39 
OOS 54:2 887,46 1,06 2,93 
SOLi 54:3 885,44 4,72 – 
OOO 54:3 885,44 – 42,66 
OOLi 54:4 883,43 13,61 2,93 
LiOLi 54:5 881,41 23,07 – 
OOLn 54:5 881,41 – 1,94 
LiLiLi 54:6 879,40 19,99 – 
LiLnLi 54:7 877,38 4,85 – 
LnLiLn 54:8 875,37 0,46 – 
OOA 56:2 915,51 – 0,93 
OLiA 56:3 913,50 0,30 – 
LiLiA 56:4 911,48 0,33 – 
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Rodrigues et al. (2005b) e Chunhieng et al. (2008). Para ambos os óleos, os valores diferiram 
um pouco dos valores reportados na literatura, no entanto de acordo com Rodriguez-Amaya et 
al. (2008) diferenças são encontradas devido a fatores como cultivar, variedade, maturação, 
colheita, clima, localização geográfica, estação climática, condições durante o cultivo, 
produção, pós colheita, processamento e estocagem. 
 
6.4.2 Dados de Equilíbrio Líquido-Líquido (ELL) 
Os dados de ELL para os sistemas compostos por óleo bruto de castanha do Brasil 
(1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) e óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido 
oleico comercial (3) + etanol (4) + água (5) a 25 
o
C são apresentados na Tabela 3.  
 
Tabela 3 Equilíbrio líquido-líquido dos sistemas compostos por óleo de castanha do Brasil 
(1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) e óleo de castanha do Brasil (1) + ácido oleico 
comercial (3) + etanol (4) + água (5) ambos a 25 
o
C. 
 
Composição global Fase oleosa Fase alcoólica 
100 w5S
a 
w1 w3 w4 w5 w1 w3 w4 w5 w1 w3 w4 w5 
0,0 
0,397 0,007 0,596 0,000 0,833 0,007 0,160 0,000 0,069 0,008 0,922 0,000 
0,356 0,029 0,615 0,000 0,783 0,025 0,192 0,000 0,078 0,033 0,889 0,000 
0,350 0,041 0,609 0,000 0,760 0,036 0,204 0,000 0,091 0,045 0,864 0,000 
0,335 0,050 0,615 0,000 0,736 0,043 0,221 0,000 0,100 0,055 0,845 0,000 
0,325 0,060 0,615 0,000 0,713 0,051 0,236 0,000 0,111 0,065 0,824 0,000 
5,7 
0,395 0,007 0,564 0,035 0,881 0,007 0,106 0,006 0,020 0,007 0,918 0,056 
0,386 0,034 0,546 0,033 0,842 0,032 0,116 0,010 0,025 0,035 0,885 0,055 
0,376 0,055 0,537 0,033 0,798 0,052 0,135 0,015 0,026 0,056 0,864 0,054 
0,296 0,075 0,593 0,036 0,768 0,070 0,153 0,009 0,033 0,076 0,841 0,050 
0,280 0,100 0,584 0,036 0,715 0,094 0,181 0,010 0,039 0,102 0,810 0,048 
0,274 0,133 0,559 0,034 0,452 0,125 0,408 0,014 0,104 0,136 0,715 0,045 
100w5S
 a
 fração molar de água no ponto de mistura. 
 
A Tabela 4 apresenta os desvios no balanço de massa global e por componente e 
para os sistemas compostos por óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oléico comercial 
(3) + etanol anidro (4) e óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oléico comercial (3) + 
etanol (4) + água (5),  ambos a 25 
o
C. 
Tabela 4 Desvios nos balanços de massa global e por componente para os sistemas 
compostos por óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oleico comercial (3) + etanol 
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anidro (4) e óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) + 
água (5), ambos a 25 
o
C. 
100w5s
a Componente (%) (a) Global (%) (b) 
 
Óleo (1) Ácido (3) Etanol (4) Água (5) 
 
0,0 
0,0118 5,2174 0,0056 - 0,0480 
0,0118 3,2058 0,0031 - 0,0700 
0,0041 2,6901 0,0083 - 0,0700 
0,0076 1,2199 0,0009 - 0,0500 
0,0010 0,2471 0,0031 - 0,0100 
0,0129 0,0094 0,0058 - 0,0000 
Média 0,0082 2,0983 0,0045 
 
0,0604 
5,7 
0,0075 5,5664 0,0120 2,0367 2,24E-02 
0,0017 0,0796 0,0168 3,9482 0,1200 
0,0009 0,2839 0,0471 10,7927 0,3100 
0,0160 1,4141 0,0263 2,6238 0,1800 
0,0475 1,5530 0,0490 2,6006 0,2100 
0,0889 2,1819 0,1361 12,9745 0,6300 
Média 0,0271 1,8465 0,0479 5,8294 0,2452 
100w5S
 a
 fração molar de água no ponto de mistura. 
 
Na Tabela 5 estão apresentados os dados de ELL para os sistemas compostos por 
óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oléico comercial (3) + etanol (4) e óleo bruto de 
castanha do Brasil (1) + ácido oléico comercial (3) + etanol (4) + água (5), na temperatura de 
50 
o
C. 
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Tabela 5 Equilíbrio líquido-líquido dos sistemas compostos por óleo bruto de castanha do 
Brasil (1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) e óleo bruto de castanha do Brasil (1) + 
ácido oleico comercial (3) + etanol (4) + água (5), ambos a 50 
o
C. 
 
Composição global Fase oleosa Fase alcoólica 
100 w5S
a w1 w3 w4 w5 w1 w3 w4 w5 w1 w3 w4 w5 
0,0 
0,390 0,007 0,603 0,000 0,717 0,007 0,275 0,000 0,144 0,008 0,848 0,000 
0,388 0,018 0,594 0,000 0,689 0,017 0,294 0,000 0,163 0,020 0,817 0,000 
0,405 0,027 0,568 0,000 0,643 0,026 0,331 0,000 0,167 0,030 0,803 0,000 
0,367 0,037 0,596 0,000 0,589 0,036 0,375 0,000 0,219 0,041 0,740 0,000 
0,355 0,047 0,598 0,000 0,418 0,047 0,534 0,000 0,286 0,050 0,664 0,000 
5,7 
0,392 0,007 0,567 0,035 0,839 0,009 0,141 0,010 0,039 0,008 0,899 0,055 
0,383 0,028 0,555 0,034 0,809 0,027 0,152 0,013 0,030 0,029 0,888 0,053 
0,367 0,044 0,555 0,034 0,741 0,043 0,203 0,013 0,048 0,046 0,853 0,053 
0,337 0,067 0,562 0,034 0,688 0,065 0,237 0,010 0,081 0,070 0,801 0,049 
0,291 0,106 0,568 0,035 0,599 0,101 0,285 0,015 0,091 0,111 0,755 0,042 
100w5S
 a
 fração molar de água no ponto de mistura. 
 
Na Tabela 6 são apresentados os desvios nos balanços de massa global e por 
componente dos sistemas compostos por óleo de castanha do Brasil (1) + ácido oleico 
comercial (3) + etanol (4) e óleo de castanha do Brasil (1) + ácido oleico comercial (3) + 
etanol (4) + água (5), na temperatura de 50 
o
C. 
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Tabela 6 Desvios nos balanços de massa global e por componente para o sistema composto 
por óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oleico comercial (3) + etanol anidro (4) na 
temperatura de 50 
o
C e óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oleico comercial (3) + 
etanol (4) + água (5), 50 
o
C. 
100w5s
a Desvio por Componente (%) (a) Desvio Global (%) (b) 
 
Óleo (1) Ácido (3) Etanol (4) Água (5)  
0,0 
0,0098 12,8575 0,0049 - 9,65E-02 
0,0084 3,0927 0,0024 - 0,0600 
0,0161 2,5267 0,0035 - 0,0600 
0,0061 4,4735 0,0195 - 0,1500 
0,0116 2,8957 0,0052 - 0,1300 
Média 0,0104 5,1692 0,0071 
 
0,0990 
5,7 
0,0034 8,2183 0,0177 2,1030 2,10E-01 
0,0105 2,0285 0,0124 2,1659 0,1200 
0,0241 2,4884 0,0117 1,6664 0,1500 
0,0233 2,1736 0,0022 5,1608 0,0400 
0,0153 0,7112 0,0212 9,1767 0,2400 
Média 0,0153 3,1240 0,0130 4,0546 0,1644 
100w5S
 a
 fração molar de água no ponto de mistura. 
 
Os desvios nos balanços de massa global apresentados nas Tabelas 2 e 4, para os 
sistemas compostos por óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oléico comercial (3) + 
etanol (4) e óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oléico comercial (3) + etanol (4) + 
água (5) nas temperaturas de 25 
o
C e 50 
o
C, respectivamente, foram inferiores a 0,5 %, de 
acordo com Marcilla et al. (1995), esses valores indicam boa qualidade dos dados 
experimentais.  
Os valores de desvios de balanço de massa por componente, principalmente para 
água apresentaram valores mais altos, isso pode ser explicado pois os desvios maiores 
correspondem aos pontos com menores quantidades de água na fase oleosa, e 
consequentemente mais difícil a medida experimental, resultado em desvios relativos maiores.   
Os resultados experimentais de equilíbrio líquido-líquido apresentados na Tabela 
5 e 3 podem ser visualizados nos diagramas de fases das Figura 2 e Figura 3. 
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Figura 2 Equilíbrio líquido-líquido dos sistemas contendo óleo bruto de castanha do Brasil 
(1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) e óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido 
oleico comercial (3) + etanol (4) + água (5) a 25 
o
C. (■) e (―) correspondem a composição 
das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do sistema contendo etanol (4) e (●) e (---) 
correspondem a composição das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do sistema 
contendo etanol (4) + água (5) como solvente. 
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Figura 3 Equilíbrio líquido-líquido dos sistemas contendo óleo bruto de castanha do Brasil 
(1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) e óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido 
oleico comercial (3) + etanol (4) + água (5) a 50 
o
C. (●), (---) correspondem a composição das 
fases, pontos de mistura e linhas de amarração dos sistemas contendo etanol (4) e (■), (―) 
correspondem a composição das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do sistema 
contendo etanol (4) + água (5) como solvente. 
 
Um bom alinhamento entre os pontos de mistura e os pontos de composição das 
fases pode ser observado, comprovando os resultados de balanço de massas obtidos nas 
Tabelas 6 e 4. As Figuras 2 e 3 mostram aumento da região heterogênea com a adição de água 
no sistema. O mesmo comportamento foi observado por outros autores que estudaram 
diagramas compostos por óleo de soja + ácido linoleico comercial + etanol +água em 
diferentes temperaturas (Ansolin et al., 2013; Chiyoda et al., 2010; Rodrigues et al., 2007). 
Gonçalves et al. (2007) avaliaram o equilíbrio líquido-líquido de sistemas compostos por óleo 
de palma + ácido palmítico/oléico + etanol + água a 45 
o
C variando a proporção de água no 
solvente e verificaram a redução das perdas do óleo vegetal e o aumento da seletividade do 
solvente à medida que água é adicionada aos sistemas. Rodrigues et al. (2005b) estudaram o 
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ELL de sistemas composto por óleo bruto de castanha do Brasil + ácido oléico comercial + 
etanol e óleo bruto de castanha do Brasil + ácido oléico comercial + água na temperatura de 
25 
o
C, os valores estão apresentados na Figura 4.  
 
 
Figura 4 Equilíbrio líquido-líquido dos sistemas contendo óleo bruto de castanha do Brasil 
(1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4): (■) e (―) correspondem a composição das fases, 
pontos de mistura e linhas de amarração do sistema repostado por Rodrigues et al. (2005b), 
(●), (---) correspondem a composição das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do 
sistema estudado neste trabalho. 
 
Pode-se observar pequenas diferenças entre os dados reportados por Rodrigues et 
al. (2005b) e os dados obtidos nesse trabalho. Isso pode ser explicado por serem óleos obtidos 
em épocas diferentes e com composições em ácidos graxos diferentes, o óleo utilizado por 
Rodrigues et al. (2005b) era composto por 31,21 % de ácido oleico e 42,53 % de ácido 
linoleico, enquanto o óleo utilizado nesse trabalho é composto por 40,52 % de ácido oleico e 
34,49 % ácido linoleico. Essas pequenas diferenças podem ser o motivo das suaves oscilações 
na inclinação das linhas de amarração e regiões heterogêneas dos sistemas apresentados na 
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Figura 3. Foi possível comparar apenas os sistemas sem adição de água, pois as concentrações 
utilizadas por Rodrigues et al. (2005b) foram de 6,22 % e 12,27 % (porcentagem de água 
adicionada ao etanol) e nesse trabalho foram utilzados teores de água de aproximadamente 5,0 
% (porcentagem de água adicionada ao etanol).  
A Figura 5 apresenta o coeficiente de distribuição do teor de ácidos graxos livres 
nas fases em equilíbrio líquido–líquido em função da composição em ácidos graxos no ponto 
de mistura w3
CG
. Os coeficientes de distribuição (ki) foram calculados de acordo com a 
equação 12 e a seletividade do solvente de acordo com a Equação 13. 
I
i
II
i
i
w
w
k   
(12) 
1
2
k
k
S   
(13) 
Sendo i relativo ao componente e I e II referem-se às fases oleosas e alcoólicas, 
respectivamente. 
 
 
 
Figura 5 Coeficientes de distribuição médio dos ácidos graxos livres (k3) em função da 
temperatura: □ corresponde ao sistema sem adição de água na temperatura de 25 oC, ▲ 
sistema com adição de água na temperatura de 50 
o
C; ● corresponde ao sistema com adição 
de água na temperatura de 25 
o
C, ■ sistema com adição de água na temperatura de 50 oC 
 
Pode–se observar que os coeficientes de distribuição médio dos ácidos graxos 
para os sistemas compostos por óleo de castanha do Brasil apresentam valores acima de 1 
para todos os sistemas estudados. Para os sistemas compostos por óleo de castanha do Brasil 
Temperatura (
o
C) 
k
3
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+ ácido + etanol a 25 
o
C, o valor encontrado para o coeficiente de distribuição médio foi de 
1,25 e para os sistemas compostos por óleo de castanha do Brasil + ácido + etanol + água a 25 
°C, 1,07. Para os sistemas compostos por óleo de castanha do Brasil + ácido + etanol a 50 
o
C, 
o coeficiente de distribuição médio foi de 1,13 e para os sistemas compostos por óleo bruto de 
castanha do Brasil + ácido oleico + etanol + água, 1,04. Com isso pode-se concluir que nos 
sistemas em que foi adicionado água, os ácidos graxos migraram menos para a fase alcoólica, 
ficando retidos na fase oleosa, diferentemente do que ocorreu com os sistemas em que não foi 
adicionado água, nestes sistemas, os ácidos graxos livres migraram em maior quantidade para 
a fase alcoólica, com o aumento da temperatura, favorecendo a desacidificação do óleo de 
castanha do Brasil. A temperatura não apresentou efeito no coeficiente de distribuição dos 
ácido graxos livres.  
A Figura 6 apresenta a seletividade média dos sistemas compostos por óleo de 
óleo bruto de castanha do Brasil + ácido oleico + etanol e óleo bruto de castanha do Brasil + 
ácido oleico + etanol + água nas temperaturas de 25 
o
C e 50 
o
C. 
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Figura 6 Seletividade média do solvente em função das duas temperaturas estudadas para os 
sistemas compostos por óleo de castanha do Brasil. ■ corresponde ao sistema a 25 oC sem 
adição de água; ▲ sistema sem adição de água a 25 oC; □ sistema sem adição de água a 50 oC 
e ◄ sistema com adição de água a 50 oC.  
 
Os valores de seletividade do solvente médio dos sistemas compostos por óleo 
bruto de castanha do Brasil com etanol a 25 
o
C e 50 
o
C foram de 8,1 e 5,1, respectivamente, e 
com etanol + água, 34,5 e 16,6, respectivamente. 
Pode-se observar que a seletividade do solvente é influenciada pela temperatura. 
Quanto maior a temperatura, menor a seletividade do solvente. A presença de água no 
solvente aumenta a sua seletividade, reduzindo as perdas de óleo, sendo que esse efeito é 
maior para a menor temperatura (25 ºC). O mesmo comportamento de adição de água no 
solvente foi observado por Rodrigues et al. (2003) em sistemas compostos por óleo de farelo 
de arroz + ácidos graxos + etanol + água na temperatura de 25 
o
C, com teores de água 
adicionada ao solvente de 2,4 %, 6,38 %, 10,59 % e 12,41 %.  
A Tabela 7 apresenta os teores (µg g
-1
) dos tocoferóis e tocotrienóis presentes no 
óleo bruto de castanha do Brasil entre as fases em equilíbrio líquido-líquido dos sistemas 
compostos por óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) e 
óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) + água (5) nas 
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temperaturas de 25 
o
C e 50 
o
C. O teor de delta tocoferol está presente no óleo bruto de 
castanha do Brasil em quantidades muito baixas, 1,30 µg g
-1
, conforme apresentado na Tabela 
1, quando dividido entre as fases em equilíbrio líquido – líquido, ficou na ordem de traços em 
ambas as fases em equilíbrio líquido – líquido, sendo possível apenas a identificação dos 
compostos, não a quantificação. 
A Figura 7 apresenta o coeficiente de distribuição do óleo em função do teor de 
ácidos graxos livres no ponto de mistura (w3
CG
). 
 
 
Figura 7 Coeficientes de distribuição do óleo bruto de castanha do Brasil (1) em função do 
teor de ácidos graxos livres no ponto de mistura (w3
CG
): (■) sistema a 25 oC, 100w4s = 0 %; 
(□) sistema a 25 oC, 100w4s = 5,0 %; (●) sistema a 50 
o
C, 100w4s = 0 %; (○) sistema a 50 
o
C, 
100w4s = 5,7 %. 
 
Pode-se observar que o nos sistemas em que foi adicionado água, os coeficientes 
de distribuição médios para o óleo bruto de castanha do Brasil variaram de 0,02 a 0,23 nos 
sistemas a 25 
o
C e 0,04 a 0,15 para os sistemas a 50 
o
C, enquanto para os sistemas sem adição 
de água os valores para a temperatura de 25 
o
C variaram entre 0,08 a 0,15 e para o sistema a 
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50 
o
C variaram de 0,2 a 0,68. Em todos os sistemas os coeficientes de distribuição foram 
aumentando à medida que a quantidade de ácidos graxos aumentou no ponto de mistura, 
conforme pode-se avaliar na Figura 6.  
A Tabela 7 apresenta a caracterização em tocoferóis entre as fases em ELL dos 
sistemas compostos por óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oleico comercial (3) + 
etanol (4) e óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) + 
água (5) nas temperaturas de 25 
o
C e 50 
o
C. As curvas de calibração determinadas para a 
quantificação do teor de tocoferóis e tocotrienóis das fases em equilíbrio líquido – líquido 
estão apresentadas na Tabela 1 do Apêndice 3.  
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Tabela 7 Teores (µg.g
-1
) dos tocoferóis presentes nas fases em equilíbrio líquido- líquido dos 
sistemas compostos por óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oleico comercial (3) + 
etanol (4) e óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) + 
água (5) nas temperaturas de 25 
o
C e 50 
o
C. 
T 
o
C Fase Oleosa Fase alcoólica 
w5S = 0,0 Gama/beta tocoferol Alfa tocoferol Total Gama tocoferol Alfa tocoferol Total 
25 
67,20 18,99 86,19 34,64 7,98 42,61 
56,78 12,94 69,72 33,20 6,57 39,77 
54,33 12,31 66,64 34,43 6,73 41,15 
49,52 9,51 59,03 30,84 5,15 35,99 
45,79 7,14 52,94 29,71 5,06 34,76 
50 
58,74 15,47 74,20 36,81 7,43 44,24 
54,04 14,38 68,42 37,25 8,38 45,63 
53,86 10,05 63,91 39,15 8,92 48,07 
64,61 15,05 79,67 46,87 11,17 58,04 
37,87 7,32 45,19 37,54 8,92 46,46 
w5S = 5,0 Gama tocoferol Alfa tocoferol Total Gama tocoferol Alfa tocoferol Total 
25 
73,04 14,94 87,98 19,56 2,89 22,44 
63,12 5,38 68,50 17,46 1,04 18,49 
58,87 3,23 62,11 23,72 1,04 24,76 
52,37 7,48 59,85 15,99 0,87 16,87 
40,35 Traços 40,35 12,45 Traços 12,45 
50 
64,87 10,17 75,04 19,31 1,38 20,70 
50,82 ND 50,82 10,10 ND 10,10 
21,27 ND 21,27 9,11 1,58 10,69 
45,95 3,79 49,74 12,91 Traços 12,91 
34,34 Traços 34,34 28,86 2,86 31,72 
100w5S
 a
 fração molar de água no ponto de mistura; ND corresponde a não detectado 
 
Como o óleo bruto de castanha do Brasil apresenta uma composição muito baixa 
em delta tocoferol (1,30 µg.g
-1
, vide Tabela 1), não foi possível quantificar as suas 
composições nas fases em ELL.  
A Tabela 8 apresenta os coeficientes de distribuição dos tocoferóis presentes entre 
as fases em equilíbrio líquido-líquido dos sistemas compostos por óleo bruto de castanha do 
Brasil. A Figura 8 apresenta o apresenta os coeficientes de distribuição dos tocoferóis totais 
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em função da concentração de ácido graxo livre adicionado a cada ponto de mistura ( CGw3 ) 
dos sistemas compostos por óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oleico comercial (3) 
+ etanol (4) e óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) + 
água (5) nas temperaturas de 25 
o
C e 50 
o
C. 
 
Tabela 8 Coeficientes de distribuição (ki) dos tocoferóis presentes nas fases em ELL dos 
sistemas compostos por óleo bruto de castanha do Brasil.  
T 
o
C Tocoferol 
100w5S = 0,0 Gama/Beta Alfa Tocóis totais 
25 
0,515 0,420 0,494 
0,585 0,508 0,570 
0,634 0,547 0,617 
0,623 0,542 0,610 
0,649 0,709 0,657 
50 
0,627 0,480 0,596 
0,689 0,583 0,667 
0,727 0,888 0,752 
0,725 0,742 0,729 
 0,991 1,219 1,028 
w5S = 5,0    
25 
0,268 0,193 0,255 
0,277 0,193 0,270 
0,403 0,322 0,399 
0,305 0,116 0,282 
0,309 NC 0,309 
50 
0,298 0,136 0,276 
0,199 NC 0,199 
0,428 NC 0,503 
0,281 NC 0,260 
0,840 NC 0,924 
100w5S
 a
 fração molar de água no ponto de mistura.; NC: corresponde a não calculado, pois em uma das fases o 
composto se encontra na quantidade de traços 
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Figura 8 Coeficientes de distribuição dos tocoferóis totais: (●) sistemas sem água a 25 oC; (■) sistemas com água a 25 oC, (○) sistemas sem água 
a 50 
oC; (□) sistemas com água a 50 oC dos sistemas compostos por óleo bruto de castanha do Brasil.  
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Pode-se observar que com o aumento da temperatura os coeficientes de 
distribuição dos tocoferóis, tanto nos sistemas com adição de água, quanto sem adição de 
água, aumentaram. Para as tie lines sem adição de ácido graxos livres e água, a 25 
o
C foram 
0,51 e 0,42 e a 50 
o
C, foram de 0,627 e 0,480, para beta/gama e alfa tocoferol, 
respectivamente. Para as tie lines sem adição de ácidos graxos livres e com adição de água, a 
25 °C foram 0,268 e 0,193 e a 50 °C foram 0,298 e 0,136, para beta/gama e alfa tocoferol, 
respectivamente. Isso mostra que os tocoferóis presentes no óleo migram em menor 
quantidade para a fase alcoólica, quando foi adicionado água nos sistemas. Na temperatura de 
25 
o
C os coeficientes de distribuição foram menores do que nos sistemas a 50 
o
C, quando não 
foi adicionado água nos sistemas, isso pois com o aumento da temperatura aumenta a 
solubilidade entre os componentes dos sistemas e eleva o arraste de óleo para a fase alcóolica 
e junto arrasta-se os compostos minoritários presentes nos sistemas. O mesmo comportamento 
para o teor de tocoferóis e tocotrienóis totais foi observado por Rodrigues et al. (2004), que 
estudaram sistemas compostos por óleo de farelo de arroz degomado + ácido oleico comercial 
+ etanol anidro + água + orizanol + tocóis a 25 
o
C e por Rodrigues et al. (2005a), que 
determinaram dados de ELL de sistemas compostos por óleo de algodão refinado + ácido 
linoleico comercial + etanol + água + tocoferol a 25 
o
C, o teor de tocoferóis e tocotrienóis 
totais foram determinados, nos dois trabalhos citados, utilizando a técnica de 
espectrofotômetro, diferente deste trabalho em que foi possível determinar os coeficientes de 
distribuição para cada tocoferol e tocotrienol separadamente. 
Não avaliou-se a distribuição do alfa e beta caroteno entre as fases em equilíbrio 
líquido-líquido dos sistemas compostos por óleo bruto de castanha do Brasil, devido ao fato 
desses compostos não estarem presentes no óleo bruto de castanha do Brasil, conforme dados 
reportados na Tabela 1. 
A Tabela 9 apresenta a composição global e composição das fases dos sistemas 
composto por óleo bruto de buriti (2) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) e óleo bruto de 
buriti (2) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) + água (5) na temperatura de 25 
o
C. 
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Tabela 9 Sistemas compostos por óleo bruto de Buriti (2) + ácido oleico comercial (3) + 
etanol (4) e óleo bruto de buriti (1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) + água (5), na 
temperatura de 25 
o
C. 
 Composição global Fase oleosa Fase alcoólica 
100 w5S
a w1 w3 w4 w5 w1 w3 w4 w5 w1 w3 w4 w5 
0,0 
0,455 0,019 0,526 0,000 0,813 0,018 0,169 0,000 0,074 0,023 0,903 0,000 
0,406 0,028 0,566 0,000 0,790 0,026 0,184 0,000 0,078 0,033 0,890 0,000 
0,383 0,049 0,568 0,000 0,751 0,043 0,207 0,000 0,094 0,055 0,851 0,000 
0,385 0,073 0,542 0,000 0,661 0,076 0,264 0,000 0,137 0,093 0,770 0,000 
0,327 0,087 0,586 0,000 0,704 0,065 0,231 0,000 0,121 0,082 0,797 0,000 
0,308 0,107 0,584 0,000 0,587 0,096 0,317 0,000 0,193 0,113 0,693 0,000 
3,0 
0,331 0,014 0,653 0,0021 0,879 0,013 0,107 0,0005 0,018 0,015 0,964 0,0026 
0,375 0,036 0,588 0,0019 0,845 0,034 0,120 0,0008 0,020 0,038 0,940 0,0025 
0,300 0,060 0,637 0,0021 0,813 0,057 0,129 0,0007 0,023 0,063 0,911 0,0026 
0,311 0,088 0,599 0,0020 0,756 0,083 0,160 0,0007 0,034 0,092 0,872 0,0025 
0,271 0,107 0,620 0,0020 0,721 0,101 0,177 0,0010 0,034 0,111 0,853 0,0023 
0,259 0,134 0,605 0,0020 0,664 0,126 0,209 0,0010 0,056 0,139 0,802 0,0023 
100w5S
 a
 fração molar de água no ponto de mistura. 
 
A Tabela 10 apresenta composição global e pontos de mistura dos sistemas 
compostos por óleo bruto de buriti (2) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) e óleo bruto 
de buriti (2) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) + agua (5) na temperatura de 50 
o
C. 
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Tabela 10 Sistemas compostos por óleo bruto de buriti (2) + ácido oleico comercial (3) + 
etanol (4) e óleo bruto de buriti (2) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) + água (5), na 
temperatura de 50 
o
C. 
 Composição global Fase oleosa Fase alcoólica 
100 w5S
a w1 w3 w4 w5 w1 w3 w4 w5 w1 w3 w4 w5 
0,0 
0,437 0,018 0,544 0,000 0,696 0,017 0,287 0,000 0,149 0,020 0,830 0,000 
0,316 0,045 0,639 0,000 0,604 0,041 0,355 0,000 0,206 0,046 0,748 0,000 
0,410 0,023 0,567 0,000 0,677 0,022 0,302 0,000 0,158 0,026 0,816 0,000 
0,390 0,027 0,583 0,000 0,658 0,025 0,317 0,000 0,154 0,030 0,817 0,000 
0,391 0,030 0,579 0,000 0,647 0,028 0,326 0,000 0,163 0,033 0,804 0,000 
3,0 
0,371 0,015 0,612 0,0020 0,823 0,016 0,161 0,0008 0,037 0,017 0,943 0,0027 
0,386 0,032 0,580 0,0019 0,797 0,032 0,170 0,0009 0,042 0,036 0,919 0,0028 
0,348 0,044 0,605 0,0020 0,771 0,043 0,185 0,0008 0,044 0,048 0,905 0,0026 
0,352 0,061 0,585 0,0019 0,702 0,056 0,241 0,0008 0,061 0,066 0,870 0,0025 
0,304 0,068 0,626 0,0021 0,721 0,066 0,213 0,0009 0,059 0,073 0,866 0,0025 
0,283 0,145 0,570 0,0019 0,476 0,144 0,379 0,0010 0,191 0,150 0,655 0,0030 
100w5S
 a
 fração molar de água no ponto de mistura. 
 
As Tabelas 11 e 12 apresentam os desvios de balanço de massa global e por 
componente dos sistemas apresentados nas Tabelas 7 e 8. 
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Tabela 11 Desvios nos balanços de massa global e por componentes para os sistemas 
compostos por óleo bruto de buriti (2) + ácido oleico comercial (3) + etanol anidro (4) e óleo 
bruto de buriti (1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) + água (5), ambos a 25 
o
C. 
100w5s
a Desvio por Componente (%) (a) Desvio Global (%) (b) 
 
Óleo (2) Ácido (3) Etanol (4) Água (5)  
0,0 
0,0437 6,7858 0,0063  0,0100 
0,0505 3,5669 0,0107  0,0700 
0,0568 1,2164 0,0056  0,0300 
0,2691 17,0450 0,2445  1,0200 
0,2000 13,9376 0,1860  1,0300 
0,0732 0,7123 0,0103  0,0500 
Média 0,1156 7,2107 0,0772 
 
0,3838 
3,0 
0,0012 2,9239 0,0042 14,2334 0,0010 
0,0012 1,4443 0,0010 8,8855 0,0400 
0,0295 1,8567 0,0101 7,2839 0,0800 
0,0367 1,0378 0,0092 7,9269 0,0600 
0,0342 0,9514 0,0250 8,5665 0,0600 
0,0684 0,8226 0,0270 5,4084 0,0700 
Média 0,0285 1,5061 0,0128 8,7174 0,0500 
100w5S
 a
 fração molar de água no ponto de mistura. 
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Tabela 12 Desvios nos balanços de massa global e por componentes para os sistemas 
compostos por óleo bruto de buriti (2) + ácido oleico comercial (3) + etanol anidro (4) na 
temperatura de 50 
o
C e óleo bruto de buriti (1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) + 
água (5), ambos a 50 
o
C. 
100w5s
a Desvio por Componente (%) (a) Desvio Global (%) (b) 
 
Óleo (2) Ácido (3) Etanol (4) Água (5)  
0,0 
0,0002 1,5948 0,0071  0,0025 
0,0142 0,7793 0,0006  0,0300 
0,0132 4,2543 0,0051  0,0900 
0,0084 2,0317 0,0046  0,0500 
0,0075 2,2307 0,0112  0,0600 
Média 0,0087 2,1782 0,0057 
 
0,0500 
3,0 
0,0020 6,1997 0,0025 6,0597 0,0077 
0,0248 7,8454 0,0214 1,1234 0,2300 
0,0258 4,9696 0,0172 7,0994 0,1900 
0,0198 1,4744 0,0122 10,3371 0,0600 
0,0626 3,2603 0,0253 6,7283 0,1800 
0,1721 2,2059 0,0996 27,0219 0,2600 
Média 0,0512 4,3259 0,0297 9,7283 0,1651 
100w5S
 a
 fração molar de água no ponto de mistura. 
 
 Pode-se observar um desvio relativo maior na média do teor de água do sistema 
composto por óleo de buriti (1) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) + água (5), nas duas 
temperaturas estudadas, o mesmo foi observado para os sistemas compostos por óleo bruto de 
castanha do Brasil. Os desvios maiores ocorrem nas linhas de amarração com menores 
concentrações de água na fase oleosa.   
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As Figuras 9 e 10 apresentam os dados apresentados na Tabela 9 e 10 em 
coordenadas retangulares. 
 
Figura 9 Diagrama de equilíbrio de fases do sistema composto por óleo bruto de buriti (2) + 
ácido oleico comercial (3) + etanol anidro (4), na temperatura de 25 
o
C e 50 
o
C: (■) e (−) 
corresponde à composição das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do sistema na 
temperatura de 25 
o
C; e (●) e (----) corresponde à composição das fases, pontos de mistura e 
linhas de amarração do sistema na temperatura de 50 
o
C. 
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Figura 10 Diagrama de equilíbrio de fases do sistema composto por óleo bruto de buriti (2) + 
ácido oleico comercial (3) + etanol anidro (4) + água (5), na temperatura de 25 
o
C e 50 
o
C: (●) 
e (----) corresponde à composição das fases, pontos de mistura e linhas de amarração do 
sistema na temperatura de 25 
o
C; e (■) e (−) corresponde à composição das fases, pontos de 
mistura e linhas de amarração do sistema na temperatura de 50 
o
C. 
 
Pode-se observar o mesmo comportamento apresentado para os sistemas 
compostos por óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oléico comercial (3) + etanol (4) e 
óleo bruto de castanha do Brasil (1) + ácido oléico comercial (3) + etanol (4) + água (5), nas 
temperaturas de 25 
o
C e 50 
o
C, aumento da região de separação de fases quando água é 
adicionada ao sistema. O aumento da temperatura diminui a região de separação fases, devido 
à maior solubilidade entre as fases do sistema, o mesmo comportamento também é observado 
à medida que a quantidade de ácidos graxos livres aumenta.  
A Figura 11 apresenta o efeito da adição de água no sistema, o coeficiente de 
distribuição do óleo diminui com a adição de água no sistema, com isso tem-se redução das 
perdas de óleo, os triacilgliceróis ficam preferencialmente retidos na fase oleosa.  
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Figura 11 Coeficientes de distribuição do óleo bruto de buriti (2) em função do teor de ácidos 
graxos livres no ponto de mistura (3): (■) sistema a 25 oC, 100w4s = 0 %; (□) sistema a 25 
o
C, 
100w4s = 3,0 %; (●) sistema a 50 
o
C, 100w4s = 0 %; (○) sistema a 50 
o
C, 100w4s = 3 %. 
 
O mesmo comportamento foi observado para os sistemas compostos por óleo de 
castanha do Brasil apresentados anteriormente.  
Pode-se observar claramente que a presença de água reduziu os coeficientes de 
distribuição do óleo. Por exemplo para a primeira linha de amarração a 25 ºC, os valores de 
coeficiente de distribuição do óleo foram de 0,09, para o sistema sem adição de água, e de 
0,02, para o sistema com adição de água. Isso pode ser explicado pelo fato de que a água 
aumenta a polaridade do solvente, aumentando a imiscibilidade entre as fases ricas em óleo e 
solvente. Isso representa que no caso da extração líquido-líquido, a adição de água nos 
sistemas reduz a perda de óleo durante o processo. 
A Figura 12 apresenta os coeficientes de distribuição médio dos ácidos graxos 
livres presente nos sistemas estudados com óleo bruto de buriti em função da temperatura.  
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Figura 12 Coeficientes de distribuição médio dos ácidos graxos livres (k3) em função da 
temperatura: ○ corresponde ao sistema sem adição de água na temperatura de 25 oC, □ 
sistema sem adição de água na temperatura de 50 
o
C; ● corresponde ao sistema com adição de 
água na temperatura de 25 
o
C, ■ sistema com adição de água na temperatura de 50 oC. 
 
Pode-se observar que os coeficientes de distribuição médios dos ácidos graxos 
livres para os sistemas sem adição de água apresentaram valores um pouco maiores do que os 
sistemas com adição de água e a temperatura não teve infuência nos resultados.  
A Figura 13 apresenta a seletividade média do solvente em função da temperatura 
para os sistemas estudados. A seletividade foi calculada utilizando a Equação 13. 
 
Temperatura (
o
C) 
k
3
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Figura 13 Seletividade média do solvente em função das duas temperaturas estudadas para os 
sistemas compostos por óleo de buriti. ■ corresponde ao sistema a 25 oC sem adição de água; 
▲ sistema sem adição de água a 25 oC; ■ sistema sem adição de água a 50 oC e ◄ sistema 
com adição de água a 50 
o
C.  
 
Foi observado o mesmo comportamento do encontrado para os sistemas 
compostos por óleo de castanha do Brasil. A temperatura e presença de água influenciam na 
seletividade do solvente.  
A Tabela 13 apresenta os teores (µg g
-1
) dos tocoferóis e tocotrienóis nas fases em 
equilíbrio líquido-líquido dos sistemas compostos por óleo bruto de buriti (2) + ácido oléico 
comercial (3) + etanol (4) e óleo de buriti (2) + ácido oléico comercial (3) + etanol (4) + água 
(5) nas temperaturas de 25 
o
C e 50 
o
C. A Tabela 14 apresenta o coeficiente de distribuição dos 
tocoferóis, calculados de acordo com a equação 12. 
As curvas de calibração determinadas para a quantificação do teor de tocoferóis e 
tocotrienóis das fases em equilíbrio líquido-líquido estão apresentadas na Tabela 2 e 3 do 
Apêndice 3. 
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Tabela 13 Teores (µg g
-1
) dos tocoferóis e tocotrienóis nas fases em ELL dos sistemas compostos por óleo bruto de buriti. 
 
Fase Alcoólica Fase Oleosa 
w5S = 0,0 Tocotrienol Tocoferol Totais 
Tocotrienol Tocoferol 
Totais 
Delta Gama Alfa Delta Gama/Beta Alfa Delta Gama Alfa Delta Gama/Beta Alfa 
5,03 1,63 Traços 14,71 231,13 264,26 495,4 8,11 Traços Traços 21,11 426,31 552,74 979,05 
25 
o
C 
3,89 1,02 Traços 12,4 201,44 232,27 433,71 6,56 2,87 Traços 18,27 378,9 513,71 892,61 
3,40 1,05 Traços 11,43 196,3 230,58 426,88 7,26 4,09 Traços 16,81 332,15 469,32 801,47 
2,69 0,81 Traços 9,79 186,07 218,03 404,1 5,34 2,76 Traços 13,77 274,12 270,69 544,81 
50 
o
C 
3,23 0,67 Traços 11,34 205,38 243,63 449,01 5,35 2,89 Traços 15,11 294,59 334,76 629,35 
3,26 1,53 Traços 10,16 201,08 212,26 413,34 4,08 Traços Traços 12,06 245,6 304,7 550,3 
4,02 0,89 Traços 13,33 225,48 88,9 314,39 6,14 Traços Traços 17,5 346,87 204,51 551,39 
3,59 0,87 Traços 12,48 217,44 113,09 330,53 5,96 2,35 Traços 16,44 316,7 214,78 531,48 
3,00 1,26 Traços 12,5 228,6 112,19 340,8 3,81 1,73 Traços 15,39 317,15 204,87 522,02 
1,41 Traços Traços 5,4 107,49 60,59 168,08 5,62 2,59 Traços 26,12 500,35 272,78 773,13 
w5S = 3,0               
25 
o
C 
2,20 0,79 Traços 7,98 131,18 127,93 259,11 4,35 Traços Traços 18,78 433,42 588,09 1021,51 
2,06 0,8 Traços 8,63 137,42 132,28 269,7 4,73 2,52 Traços 19,66 449,93 635,68 1085,61 
1,68 0,68 Traços 7,84 132,57 120,43 253,00 3,41 Traços Traços 14,69 331,65 359,41 691,06 
1,65 0,74 Traços 8,37 145,75 135,64 281,39 3,12 1,98 Traços 15,11 336,82 427,91 764,73 
1,39 Traços Traços 7,67 133,66 113,97 247,63 2,91 Traços Traços 13,33 299,01 364,41 663,42 
1,40 Traços Traços 7,46 138,08 125,29 263,38 2,33 Traços Traços 11,73 237,88 306,27 544,15 
50 
o
C 
2,47 Traços Traços 8,86 131,53 14,71 146,24 4,17 Traços Traços 17,15 378,09 213,71 591,8 
2,37 Traços Traços 9,59 153,63 14,99 168,62 4,08 Traços Traços 17,16 375,12 162,78 537,9 
2,26 Traços Traços 8,85 138,62 18,20 156,82 3,55 Traços Traços 15,29 344,65 144,9 489,56 
1,88 Traços Traços 8,74 155,12 32,65 187,77 3,23 Traços Traços 14,06 311,4 136,51 447,91 
1,53 Traços Traços 7,90 147,39 38,64 186,04 2,90 Traços Traços 13,02 287,29 173,74 461,03 
1,39 Traços Traços 8,45 168,12 63,51 231,64 Traços Traços Traços 9,92 210,73 110,34 321,07 
w5s
a
 fração molar de água no ponto de mistura 
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Tabela 14 Coeficientes de distribuição (ki) dos tocoferóis presentes nas fases em ELL dos 
sistemas compostos por óleo bruto de buriti.  
T 
o
C Tocotrienol Tocoferol 
 100w5S = 0,0 Delta Gama Alfa Delta Gama/Beta Alfa Tocóis totais 
25 
0,620 NC Traços 0,697 0,542 0,478 0,506 
0,593 0,355 Traços 0,679 0,532 0,452 0,486 
0,468 0,257 Traços 0,680 0,591 0,491 0,533 
0,504 0,293 Traços 0,711 0,679 0,805 0,742 
0,604 0,232 Traços 0,750 0,697 0,728 0,713 
0,799 NC Traços 0,842 0,819 0,697 0,751 
50 
0,655 NC Traços 0,762 0,650 0,435 0,570 
0,602 0,370 Traços 0,759 0,687 0,527 0,622 
0,787 0,728 Traços 0,812 0,721 0,548 0,653 
0,251 NC Traços 0,207 0,215 0,222 0,217 
100w5S = 3,0        
25 
0,506 NC Traços 0,425 0,303 0,218 0,254 
0,436 0,317 Traços 0,439 0,305 0,208 0,248 
0,493 NC Traços 0,534 0,400 0,335 0,366 
0,529 0,374 Traços 0,554 0,433 0,317 0,368 
0,478 NC Traços 0,575 0,447 0,313 0,373 
0,601 NC Traços 0,636 0,580 0,409 0,484 
50 
0,592 NC Traços 0,517 0,348 0,069 0,247 
0,581 NC Traços 0,559 0,410 0,092 0,313 
0,637 NC Traços 0,579 0,402 0,126 0,320 
0,582 NC Traços 0,622 0,498 0,239 0,419 
0,528 NC Traços 0,607 0,513 0,222 0,404 
NC NC Traços 0,852 0,798 0,576 0,721 
100w5s
a
 fração molar de água no ponto de mistura; NC corresponde a não calculado, pois em uma das fases o 
composto se encontra na quantidade de traços 
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A Figura 14 apresenta os coeficientes de distribuição dos tocoferóis e tocotrienóis 
do sistema composto por óleo bruto de buriti (2) + ácido oléico comercial (3) + etanol (4) em 
função do teor de ácidos graxos livres no ponto de mistura (w3
CG
). 
 
Figura 14 Coeficientes de distribuição dos tocoferóis e tocotrienóis do sistema composto por 
óleo bruto de buriti (2) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) a 25 
o
C em função da 
concentração de ácidos graxos livres presentes no ponto de mistura do sistema. ○ delta 
tocoferol; ■ delta tocotrienol; □ gama tocoferol; ► tocoferóis e tocotrienóis totais; ● do alfa 
tocoferol.  
 
Pode-se observar que para alfa, gama e delta tocoferol e delta tocotrienol o 
coeficiente de distribuição, calculado pela equação 12, apresentou o mesmo comportamento, 
aumentado com o aumento do teor de ácidos graxos livres presentes no sistema, o mesmo 
comportamento observado para os sistemas com óleo bruto de castanha do Brasil. A Tabela 
14 mostra o coeficiente de distribuição para cada tocoferol e tocotrienol presente nos sistemas 
composto por óleo bruto de buriti, pode-se observar que nos sistemas em que foi adicionado 
água os tocoferóis e tocotrienóis apresentam valores menores do que os sistemas em que não 
foi adicionado água. Não consegue-se observar uma preferência de algum tocoferol ou 
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tocotrienol específico pela fase oleosa ou alcoólica, todos os tocoferóis e tocotrienóis 
apresentam características muito semelhantes, isso pode ser explicado pelo fato da estrutura 
deles ser muito parecida.  
A Tabela 15 apresenta os teores (µg g
-1
) de alfa e beta caroteno presente nos 
sistemas compostos por óleo bruto de buriti (2) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) e 
óleo bruto de buriti (2) + ácido oleico comercial (3) + etanol (4) + água (5) nas temperaturas 
de 25 
o
C e 50 
o
C. As curvas de calibração estão presentadas na Tabela 4 do Apêndice 3.  
 
Tabela 15 Teores (µg.g
-1
) do alfa e beta caroteno nas fases em ELL dos sistemas compostos 
por óleo bruto de buriti. 
T 
o
C Fase Alcoólica Fase Oleosa 
100w5S =  0,0 Alfa caroteno Beta Caroteno Total Alfa caroteno Beta Caroteno Total 
25 
1,45 60,95 62,41 27,98 1058,86 1086,84 
1,49 78,58 80,07 26,10 930,29 956,39 
2,68 110,75 113,43 20,23 897,28 917,51 
3,11 173,69 176,80 20,17 701,55 721,72 
2,78 146,07 148,85 20,09 745,52 765,62 
4,51 213,74 218,25 18,82 598,81 617,62 
50 
2,77 207,19 209,96 20,55 632,35 652,90 
4,05 300,13 304,17 16,28 562,65 578,94 
2,88 246,52 249,40 18,95 632,58 651,53 
3,19 262,32 265,51 18,21 639,42 657,63 
3,34 276,72 280,06 21,05 628,57 649,63 
100w5S = 3,0 
      
25 
0,31 12,40 12,71 29,87 933,09 962,96 
0,39 15,11 15,50 22,81 765,24 788,05 
0,44 20,17 20,61 24,76 831,01 855,77 
0,57 27,79 28,36 21,57 810,01 831,58 
0,90 36,14 37,04 19,33 755,19 774,52 
1,32 49,67 50,99 18,28 664,95 683,24 
50 
1,04 35,65 36,69 20,44 661,47 681,91 
0,58 21,24 21,82 17,87 689,02 706,89 
0,63 26,10 26,73 18,92 598,56 617,48 
0,78 30,24 31,02 13,38 600,99 614,37 
0,92 34,68 35,60 16,59 602,15 618,73 
2,49 150,75 153,24 10,63 375,87 386,49 
100w5s
a
 fração molar de água no ponto de mistura 
 
A partir dos teores de alfa e beta caroteno presentes entre as fases em ELL dos 
sistemas compostos por óleo bruto de buriti, foi possível, utilizando a equação 12, calcular o 
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coeficiente de distribuição dos compostos entre as fases. Esses valores estão apresentados na 
Tabela 16.  
 
Tabela 16 Coeficientes de distribuição do alfa e beta caroteno entre as fases dos sistemas em 
ELL dos sistemas compostos por óleo bruto de buriti 
T 
o
C Carotenos 
100w5S =  0,0 Alfa caroteno Beta Caroteno Total 
25 
0,052 0,058 0,057 
0,057 0,084 0,084 
0,132 0,123 0,124 
0,154 0,248 0,245 
0,138 0,196 0,194 
0,240 0,357 0,353 
50 
0,135 0,328 0,322 
0,249 0,533 0,525 
0,152 0,390 0,383 
0,175 0,410 0,404 
0,159 0,440 0,431 
100w5S = 3,0    
25 
0,010 0,013 0,013 
0,017 0,020 0,020 
0,018 0,024 0,024 
0,026 0,034 0,034 
0,047 0,048 0,048 
0,072 0,075 0,075 
50 
0,051 0,054 0,054 
0,032 0,031 0,031 
0,033 0,044 0,043 
0,058 0,050 0,050 
0,055 0,058 0,058 
0,234 0,401 0,396 
100w5s
a
 fração molar de água no ponto de mistura 
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A Figura 15 apresenta os coeficientes de distribuição do alfa e beta caroteno para 
o sistema composto por óleo bruto de buriti (2) + ácido oléico (3) + etanol (4) na temperatura 
de 25 
o
C.  
 
Figura 15 Coeficientes de distribuição do alfa e beta caroteno entre as fases em ELL dos 
sistemas compostos por óleo bruto de buriti (2) + ácido oleico (3) + etanol (4) + água (5) na 
temperatura de 25 
oC. ● alfa e beta caroteno (total); ■ alfa caroteno e ◄ beta caroteno.  
 
Pode-se observar que os carotenóides apresentam o mesmo comportamento 
observado para os tocoferóis, à medida que aumenta-se o teor de ácidos graxos livres nos 
pontos de mistura dos sistemas em equilíbrio líquido-líquido o coeficiente de distribuição dos 
carotenoides também é elevado, o mesmo é observado com o aumento da temperatura dos 
sistemas. Não foi observado diferenças no comportamento de partição do alfa e beta caroteno 
entre as fases em equilíbrio líquido–líquido, isso porque os dois compostos apresentam uma 
estrutura muito similar, diferindo somente na posição da dupla ligação (Kamal-Eldin, 2005). 
Quando observa-se a Figura 12 alguns pontos apresentam diferenças de retenção quando 
compara-se o teor de alfa e beta caroteno total e cada um separadamente, no entanto, quando 
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avalia-se a Tabela 16, pode-se observar que as diferenças estão na ordem de casas decimais, 
apresentando grandes diferenças no gráfico devido a escala.  
Gonçalves et al. (2007) avaliaram a partição do teor de carotenóides totais em 
sistemas compostos por óleo de palma e encontraram valores de coeficientes de distribuição 
médio para os sistemas sem adição de água de 0,125. Para as tie lines com valores 
aproximados de ácidos graxos livres desse trabalho e o citado, 0,67 % e 2 %, reportado pelo 
autores e estudado neste trabalho, os valores de coeficientes de distribuição foram de 0,13 de 
0,57, respectivamente. Pode-se observar uma pequena diferença entre os valores que pode ser 
explicada por trabalhar-se com óleos diferentes, os autores utilizaram óleo refinado de palma 
e neste trabalho foi utilizado óleo bruto de buriti, e também os autores utilizaram um 
espectrofotômetro para quantificação do teor de carotenóides, determinando desta maneira o 
teor de carotenóide totais, diferente deste trabalho onde foram determinados os teores de alfa 
e beta carotenos. 
Quando água é adicionada aos sistemas, os carotenóides ficam preferencialmente 
retidos na fase oleosa, isso pode ser observado na Figura 16 e na Tabela 16, que apresenta os 
coeficientes de distribuição dos carotenóides totais para os sistemas compostos por óleo de 
buriti (2) + ácido oléico (3) + etanol (4) e óleo de buriti (2) + ácido oléico (3) + etanol (4) e 
água (5) a 50 
o
C em função do teor de ácidos graxos livres adicionados ao ponto de mistura 
(w3
CG
)  
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Figura 16 Coeficientes de distribuição do alfa e beta caroteno dos sistemas compostos por 
óleo de buriti (2) + ácido oléico (3) + etanol (4) e óleo de buriti (2) + ácido oleico (3) + etanol 
(4) e água (5) a 50 
oC. ■ sistemas com adição de 3 % de água e ● sistemas sem adição de 
água. 
 
O mesmo comportamento foi observado por Rodrigues, et al. (2003) para sistemas 
compostos por óleo refinado de farelo de arroz + ácido graxo + água a 25 
o
C onde foi avaliado 
a partição de tocoferóis e gama orizanol entre as fases em equilíbrio líquido-líquido e 
Gonçalves et al. (2007) que estudaram a partição dos compostos nutracêuticos presentes nos 
sistemas compostos por óleo refinado de palma + ácidos graxos + etanol + água na 
temperatura de 45 
o
 ambos verificaram o mesmo comportamento observado neste trabalho 
para os tocoferóis e tocotrienóis presentes nas fases em equilíbrio líquido-líquido e neste 
último estudo ainda foi avaliado a partição dos carotenóides entre as fases em equilíbrio 
líquido-líquido e observou-se o mesmo comportamento neste trabalho.  
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6.5 Conclusão 
A adição de água no solvente aumentou a sua seletividade, principalmente pela 
diminuição do coeficiente de distribuição dos óleos vegetais e com isso a retenção dos 
tocoferóis, tocotrienóis e alfa e beta caroteno na fase rica em óleo aumentou. Com a adição de 
água no sistema, a seletividade média do solvente para os sistemas compostos por óleo de 
castanha do Brasil variou de 11 para 27,3 para os sistemas medidos na temperatura de 25 ºC e 
de 3,9 para 16,2 para os sistemas determinados na temperatura de 50 ºC e para os sistemas 
compostos por óleo de buriti, os valores de seletividade do solvente variaram de 8,1 para 34,5 
para os sistemas medidos na temperatura de 25 ºC e de 5,1 para 16,6 para os sistemas 
determinados na temperatura de 50 ºC. Com relação ao teor de tocoferóis e tocotrienóis, com 
a adição de água no solvente, o seu coeficiente de distribuição foi 52 % menor para os 
sistemas compostos por óleo de castanha do Brasil na temperatura de 25 ºC e 57 % menor 
para a temperatura de 50 ºC, para os sistemas compostos por óleo de buriti na temperatura de 
25 ºC, o valor do coeficiente de distribuição dos tocoferóis totais diminuiu 19 % e para os 
sistemas determinados a 25 ºC e 35 % para os sistemas determinados a 50 ºC, e minimizando 
as perdas dos compostos minoritários para a fase alcoólica. A elevação da temperatura nos 
sistemas fez com que os tocoferóis, alfa e beta caroteno migrassem em maior quantidade para 
a fase alcoólica, isso ocorre devido ao aumento da solubilidade dos componentes do sistema, 
os compostos minoritários foram solubilizados na fase alcoólica juntamente com o óleo. O 
coeficiente de distribuição para o teor de alfa e beta caroteno total aumento de 0,014 para 0,13 
com o aumento do teor de ácidos graxos livres adicionados ao sistema, o mesmo foi 
observado para o alfa e beta caroteno separadamente. Não foi identificado diferença entre os 
coeficientes de distribuição do alfa e beta caroteno. 
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7.1 Discussão Geral 
Os óleos vegetais são constituídos principalmente por triacilgliceróis (95 %) e por 
outros compostos minoritários como tocoferóis, tocotrienóis, pigmentos, fosfatídeos, ácidos 
graxos livres, traços de metais entre outros compostos Shahidi (2005). Os tocoferóis são 
antioxidantes naturais presentes nos óleos vegetais e estão associados à prevenção de doenças 
relacionadas a má absorção de gordura pelo corpo humano (Chunhieng et al., 2008). O  -
caroteno é responsável pela cor laranja-avermelhada dos óleos vegetais, além de ser o 
pigmento mais abundante em óleos e gorduras (Kamal-Eldin, 2005). 
Os tocoferóis e tocotrienóis podem ser um dos indicadores de adulteração dos 
óleos vegetais, devido cada óleo apresentar uma faixa de composição característica para cada 
tocoferol e tocotrienol (alfa, beta, gama e delta tocoferol e tocotrienol). A análise destes 
compostos é realizada normalmente utilizando cromatografia em fase normal, seguindo 
metodologia oficial da AOCS (1998) Ce 8-89, no entanto os solventes são bastante tóxicos e o 
descarte também não é uma tarefa fácil, além de poucas quantidades de água interferirem 
negativamente nas separações em fase normal. A cromatografia em fase reversa, trabalha com 
fases móveis aquosas, menos tóxicas e além do descarte ser mais fácil. No entanto, não existia 
na literatura uma metodologia para análise de tocoferóis e tocotrienóis ou alfa e beta caroteno 
em óleos vegetais sem a extração prévia destes compostos do óleo. O preparo de amostra é 
um ponto muito importante pois impacta diretamente no resultado da análise além, de muitas 
vezes, ser mais demorado e trabalhoso do que a separação cromatográfica. Devido a estes 
fatores foi desenvolvido uma metodologia utilizando cromatógrafo líquido de ultra eficiência 
(UHPLC) para separação em fase reversa dos compostos alfa, beta/gama, delta tocoferol e 
tocotrienol e outra metodologia para separação e quantificação do alfa e beta caroteno 
presentes nos óleos de palma e buriti. 
A metodologia para identificação e quantificação de alfa, beta/gama e delta 
tocoferol e alfa, gama e delta tocotrienol foi desenvolvida utilizando um sistema de UHPLC 
acoplado a espectrômetro de massas, utilizando ionização por eletrospray. Os óleos vegetais 
foram analisados sem tratamento prévio das amostras, os limites de detecção foram 0,003 µg 
mL
-1
 para delta tocotrienol e gama tocoferol e 0,002 µg mL
-1
 para os demais tocoferóis e 
tocotrienóis estudados, os limites de quantificação variaram de 0,006 µg mL
-1
 a 0,011 µg mL
-
1
 para os tocoferóis e tocotrienóis. O método mostrou-se linear na faixa de concentrações 
estudadas e mostrou-se preciso, reprodutível e robusto, de acordo com as normas 
estabelecidas pela AOAC (2012) e FDA (Food and Drug Administration (FDA), 2001). O 
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tempo de análise foi de 15 minutos e o fluxo de fase móvel utilizada doi de 0,2 mL.min
-1
, foi 
consumido 3 mL de solvente por corrida.  
A identificação e quantificação do alfa e beta caroteno também foi possível em 
fase reversa para o desenvolvimento da metodologia foram utilizados óleos brutos de palma e 
buriti. Para garantir a reprodutibilidade da metodologia a concentração de óleo injetada não 
pode exceder 60 µg mL
-1
. Visando assegurar a confiabilidade da metodologia desenvolvida, 
foram realizados experimentos para testar a reprodutibilidade, precisão, limites de detecção e 
quantificação, recuperação e robustez. O método apresentou recuperação variando de 73 %, a 
92 %, de acordo com a AOAC (2012) valores aceitáveis de recuperação para concentrações 
de 1 µg mL
-1 
a varia de 75 % a 120 % e para concentrações de 10 µg.kg, a recuperação varia 
de 70 % à 120 %. O coeficiente de correlação, para ambas metodologias foi superior a 0,99, 
representando bom ajuste linear dos dados. O tempo de análise foi de 10 minutos e o fluxo de 
fase móvel utilizada foi de 0,4 mL.min
-1
, o consumo de solvente por corrida foi de 4 mL. 
Ambas metodologias foram desenvolvidas utilizando um sistema de 
cromatografia líquida de ultra performance, que tem a flexibilidade de atender a diversas 
metodologias analíticas, não somente as desenvolvidas neste trabalho, sendo um sistem 
versátil. O baixo tempo de análise e baixo consumo de fase móvel (3 mL para a metodologia 
para análise de tocofeóis e tocotrienóis e 4 mL para a metodologia para análise de alfa e beta 
caroteneno), juntamente com a versatilidade do equipamento utilizado tornam as 
metodologias economicamente viáveis e ambientalmente amigáveis.  
A extração dos óleos vegetais é realizada normalmente por extração sólido–
líquido ou prensagem. Para destinar os óleos ao consumo eles normalmente necessitam passar 
por etapas de refino, sendo das etapas, a remoção dos ácidos graxos livres a etapa mais 
importante pois ela impacta no rendimento econômico do processo (Antoniassi et al., 1998). 
Uma alternativa aos processos convencionais de neutralização está a desacidificação com 
solvente, ou extração líquido-líquido, o etanol foi utilizado como solvente por ser um solvente 
verde (Jessop, 2011) e apresentar boa seletividade comparados com outros solventes como 
metanol e isopropanol (Batista et al., 1999).  
Atualmente tem aumentado a preocupação com o fator nutricional dos alimentos, 
e o mesmo é observado para os óleos vegetais, devido a isso, processos de refino que reduzem 
as perdas de compostos minoritários podem ser uma alternativa para agregar valor aos 
produtos, esse comportamento é observado quando trabalha-se com refino com solvente ou 
extração líquido-líquido.  
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Neste trabalho foram estudados sistemas compostos por óleo bruto de castanha do 
Brasil, óleo bruto buriti, óleo bruto de gergelim claro e torrado e óleo refinado de gérmen de 
trigo, óleos com elevadas propriedades nutricionais, que podem ser perdidas quando 
submetido a condições de refino tradicionais. Foram determinados dados de ELL com o 
objetivo de avaliar a partição dos ácidos graxos livres entre as fases em equilíbrio líquido-
líquido e também avaliou-se a partição dos compostos minoritários tocoferóis, tocotrienóis e 
alfa e beta caroteno no óleo bruto de buriti. A caracterização das fases quanto aos teores de 
tocoferóis, tocotrienóis e carotenos foi um dos motivadores para o desenvolvimento das 
metodologias para identificação e quantificação dos tocóis e carotenóides em óleos vegetais.  
Pode-se observar com os resultados de ELL utilizando etanol e etanol + água 
como solvente, que os ácidos graxos livres migraram para a fase oleosa, a adição de água aos 
sistemas tornou o meio de extração mais seletivo, mantendo os tocoferóis, tocotrienóis e alfa e 
beta caroteno, preferencialmente retidos na fase oleosa, garantindo a qualidade nutricional no 
óleo.  
Trabalhou-se com temperatura de 25 
o
C e 50 
o
C para os sistemas compostos por 
óleo bruto de castanha do Brasil e 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C para os sistemas compostos por óleo 
bruto de gergelim e óleo refinado de gérmen de trigo. A temperatura foi variada para avaliar o 
seu efeito no comportamento do equilíbrio de líquido-líquido dos componentes majoritários e 
minoritários. A faixa escolhida foi baseada na temperatura ambiente (25 ºC) e 60 ºC, limite de 
segurança para uso da célula de equilíbrio líquido-líquido. Acima de 60 ºC, para sistemas com 
etanol anidro, a região heterogênea é bastante reduzida, dificultando a sua determinação 
experimental. Os desvios de balanço de massa para todos os sistemas estudados ficaram 
abaixo de 0,5 % representando boa qualidade dos dados experimentais. 
Os valores de coeficientes de distribuição dos ácidos graxos livres distribuídos 
entre as fases em equilíbrio líquido-líquido apresentaram valores semelhantes para todos os 
sistemas estudados neste trabalho. Os valores ficaram na ordem de 1,24 para os sistemas sem 
adição de água nos solventes. A temperatura não apresentou forte influência quando trata-se 
dos coeficientes de distribuição dos ácidos graxos livres, apresentando valores médios para os 
sistemas estudados de 1,28, 1,3 e 1,16, para as temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C. Foi 
observado uma maior diferença para os sistemas medidos na temperatura de 50 
o
C. Quando 
foi adicionado águas aos sistemas, os valores de coeficientes de distribuição médio dos ácidos 
graxos livres apresentaram valores de 1,13, 1,20 e 1,20 para as temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 
50 
o
C. Pode-se observar maiores variação quando água é adicionada aos sistemas, onde o 
valor dos coeficientes cai para próximo de 1. Isso mostra que os coeficientes não variam 
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independente dos óleos estudados. A temperatura não tem grande influência na partição dos 
compostos, diferente da água que impacta mais no coeficiente de distribuição dos ácidos 
graxos livres. 
Não foi observado diferença entre os coeficientes de distribuição de cada um dos 
tocoferóis e tocotrienóis nos sistemas estudados. Os valores médios dos coeficientes de 
distribuição dos tocoferóis e tocotrienóis dos sistemas compostos por óleo bruto de gergelim 
claro, torrado e óleo refinado gérmen de trigo sem adição de água para as temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C foram de 0,66, 0,70 e 0,66, respectivamente, para os sistemas compostos 
por óleo de castanha do Brasil e óleo bruto de buriti, os valores dos coeficientes de 
distribuição médios de tocoferóis totais foram de 0,59 e 0,75 para as temperaturas de 25 
o
C e 
50 
o
C. Não foi observado grande impacto da temperatura nos coeficientes de distribuição dos 
tocoferóis e tocotrienóis. O impacto maior é da presença de água nos sistemas, que faz com 
que os tocoferóis e tocotrienóis fiquem preferencialmente retidos na fase oleosa, isso pode ser 
comprovado pelos valores dos coeficientes de distribuição. Os valores médios dos 
coeficientes de distribuição para o teor de tocoferóis e tocotrienóis total presente nos sistemas 
compostos por óleo bruto de gergelim claro, torrado e óleo refinado de gérmen de trigo com 
presença de água foram 0,38, 0,36 e 0,44 para as temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C e para 
os sistemas compostos pelos óleos brutos de castanha do Brasil e buriti os valores foram 0,3 e 
0,4 para as temperaturas de 25 
o
C e 50 
o
C, respectivamente.  
Para os sistemas compostos por óleo bruto de buriti foi determinado a partição do 
teor de alfa e beta caroteno. Não foi observado valores de partição diferenciado entre o alfa 
caroteno e beta caroteno, isso devido a estrutura das moléculas de alfa caroteno e beta 
caroteno serem muito parecidas. Os valores dos coeficientes de distribuição foram 
influenciados pela presença de ácidos graxos livres nos sistemas, quanto maior o teor de 
ácidos graxos livres adicionados aos sistemas, maior o coeficiente de distribuição dos 
compostos. Os valores dos coeficientes de distribuição foram fortemente impactados pelo 
aumento da temperatura dos sistemas, diferente do observado para os tocoferóis e 
tocotrienóis. Os coeficientes de distribuição médios de alfa e beta caroteno dos sistemas sem a 
adição de água foram 0,17 e 0,4 para as temperaturas de 25 
o
C e 50 
o
C, e com a adição de 
água os valores dos coeficientes de distribuição médios de alfa e beta caroteno foram de 0,03 
e 0,10. Com isso pode-se observar a forte influência do aumento da temperatura e da presença 
de água para a partição do alfa caroteno e beta caroteno entre as fases em equilíbrio líquido–
líquido. 
 
Capítulo 7                                                                                                                               196 
 
7.2 Referências 
ANTONIASSI, R.; ESTEVES, W.; MEIRELLES, A. J. D. Pretreatment of corn oil for 
physical refining. Journal of the American Oil Chemists Society, v. 75, n. 10, p. 1411-
1415, 1998.  
 
AOAC. Official Methods of Analysis. Guidelines for dietary supplements and botanical 
2012. 
 
American Oil Chemist Society (AOCS). Official methods and recommended practices of 
the American Oil Chemists’ Society, (3rd) Champaign, USA, 1998. 
 
BATISTA, E.  et al. Prediction of liquid-liquid equilibrium for systems of vegetable oils, fatty 
acids, and ethanol. Journal of Chemical and Engineering Data, v. 44, n. 6, p. 1365-1369, 
1999.    
 
CHUNHIENG, T. et al. Detailed study of Brazil nut (Bertholletia excelsa) oil micro-
compounds: phospholipids, tocopherols and sterols. Journal of the Brazilian Chemical 
Society, v. 19, p. 1374-1380,  2008.  
 
FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA). Bioanalytical Method Validation.  2001.  
Disponível em: < http://www.fda.gov/ >.  
 
JESSOP, P. G. Searching for green solvents. Green Chemistry, v. 13, n. 6, p. 1391-1398, 
2011.    
 
KAMAL-ELDIN, A. Minor components of fat and oils. In: SHAHIDI, F. (Ed.). Bailey’s 
Industrial Oil and Fat Products. 6. New Jersey: John Wiley & Sons, v.3, 2005.    
 
SHAHIDI, F. Bailey's Industrial Oil and Fat Products, Edible Oil and Fat Products: Oils 
and Oilseeds. New Jersey: Wiley, 2005.  
 
 
 
 
Capitulo 8                                                                                                                               197 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO 8 Conclusão Geral 
 
 
Capitulo 8                                                                                                                               198 
 
8.1 Conclusão geral e trabalhos futuros 
As metodologias analíticas foram desenvolvidas para análise de óleo vegetal 
dissolvido em solvente orgânico, sem extrações prévias dos compostos. Os limites de 
quantificação variaram entre 0,006 µg mL
-1
 a 0,011 µg mL
-1
 para os tocoferóis e tocotrienóis 
e 0,150 µg mL
-1
 e 0,0050 µg mL
-1
 para beta e alfa caroteno, respectivamente. Os coeficientes 
de correlação para todos os compostos ficaram superiores a 0,999, representando um bom 
ajuste linear, na faixa de concentração estudadas. Ambas as metodologias mostraram-se 
reprodutíveis e robustas para os parâmetros avaliados. 
Com relação aos resultados obtidos a partir dos dados de equilíbrio líquido-
líquido, foi observado comportamentos semelhantes para todos os sistemas estudados. Os 
ácidos graxos livres migraram para a fase alcoólica, reduzindo o teor de ácidos graxos livres 
dos óleos vegetais estudados. Os valores de coeficiente de distribuição para os ácidos graxos 
livres médio dos sistemas compostos por óleo bruto de gergelim claro e torrado e óleo 
refinado de gérmen de trigo sem adição de água para as temperaturas de 25 ºC, 35 ºC e 50 ºC 
foram 1,28, 1,37 e 1,16, respectivamente, e para os sistemas com adição de água os valores 
dos coeficientes de distribuição foram 1,14, 1,11 e 1,23 para as temperaturas de 25 ºC, 35 ºC e 
50 ºC, respectivamente.  
A seletividade do solvente foi determinada para os sistemas compostos por óleo 
bruto de castanha do Brasil e de buriti e foi observado aumento da seletividade do solvente, 
quando água estava presente nos sistemas, os valores de seletividade médios dos sistemas 
estudados variaram de 9,55 (sistema sem adição de água) para 30,9 (sistema com adição de 
água) para os sistemas determinados na temperatura de 25 ºC e de 4,5 (sistema sem adição de 
água) para 16,4 (sistema com adição de água), esses valores foram encontrados para os 
sistema determinados com óleo de castanha do Brasil. Resultados parecidos foram 
encontrados para os sistemas determinados com óleo de buriti. A temperatura não impactou 
tanto na seletividade do solvente quanto a presença de água. 
 O processo mostrou-se mais seletivo com presença de água nos sistemas 
reduzindo também a migração dos compostos minoritários para a fase alcoólica, fazendo com 
que os tocoferóis, tocotrienóis e carotenos (alfa e beta) permanecessem preferencialmente 
retidos na fase oleosa, garantido as propriedades nutricionais oferecidas pela presença dessas 
vitaminas aos óleos vegetais. À medida que a temperatura dos sistemas aumentou, o 
coeficiente de distribuição dos tocoferóis, tocotrienóis também aumentou, isso pode ser 
explicado pelo aumento da solubilidade entre os componentes do sistema, uma vez que foi 
constatado também que a medida que aumenta-se a temperatura dos sistemas eleva-se a perda 
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de óleo. Os valores de coeficientes de distribuição dos tocoferóis para os sistemas compostos 
por óleo bruto de gergelim claro e torrado e óleo refinado de gérmen de trigo médio sem 
adição de água nas temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C foram de 0,66,0,70 e 0,66, 
respectivamente, e para os sistemas com adição de água os valores para as mesmas 
temperaturas foram de 0,38, 0,36 e 0,44, respectivamente.  
Os coeficientes de distribuição dos compostos minoritários também foram 
impactados pelo aumento do teor de ácidos graxos livres no ponto de mistura. O coeficiente 
de distribuição do de alfa e beta caroteno total aumento de 0,014 para 0,13 com o aumento do 
teor de ácidos graxos livres adicionados ao sistema. No entanto, quando avalia-se a influência 
da água, pode-se observar valores de 0,17 e 0,03 para sistemas compostos por óleo de buriti, 
na temperatura de 25 ºC sem e com adição de água, respectivamente, e valores de 0,41 e 0,04 
para os sistemas determinados na temperatura de 50 ºC, com e sem adição de água, 
respectivamente. 
Não foi verificado nestes estudos, diferenças nos valores de coeficiente de 
distribuição dos tocoferóis, tocotrienóis e carotenos relacionado às diferentes estruturas dos 
compostos minoritários estudados. Os resultados de influência da temperatura, presença de 
água e aumento do teor ácidos graxos livres foram similares para todos os óleos estudados 
neste trabalho.  
 
Como sugestão para trabalhos futuros:  
 
 Modelagem termodinâmica dos dados experimentais de ELL, incluindo a 
modelagem dos compostos minoritários; 
 Avaliação das propriedades antioxidantes dos óleos vegetais após a extração 
com solvente; 
 Investigação da extração de tocóis de resíduos agroindustriais com diferentes 
solventes. 
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Obtenção do padrão de alfa caroteno. 
Nos testes iniciais para desenvolvimento da metodologia de separação dos 
carotenóides alfa e beta caroteno, foi necessário o uso de padrões. O padrão de alfa caroteno é 
caro e pouco estável, por isso foi necessária uma alternativa à utilização de padrões 
comerciais principalmente para os testes iniciais. Foi realizada a extração e purificação em 
coluna aberta, seguindo o procedimento descrito, a seguir.  
Para a extração dos carotenóides, foi utilizada como amostra de cenoura crua 
Foram ralados 10 g de cenoura e adicionado 200 mL de acetona para extração dos compostos 
de interesse. A mistura foi filtrada em papel filtro qualitativo e a solução foi levada a um funil 
de separação, onde foi adicionado primeiramente 100 mL de éter etílico e, na sequência, 600 
mL de água. Com esse procedimento é possível separar e purificar os carotenoides, que ficam 
retidos na fase orgânica. Essa solução que apresenta coloração alaranjada foi filtrada 
utilizando papel filtro qualitativo e sulfato de sódio (3 espátulas) como apresentado na Figura 
1. Na sequência a solução foi seca em rota evaporador a 35 
o
C.  
A amostra seca foi dissolvida em 3 mL éter de petróleo que posteriormente será 
injetada na coluna cromatográfica para separação do alfa e beta caroteno.  
 
 
Figura 1 Processo de filtração da amostra 
 
Para o preparo da coluna cromatográfica para separação dos compostos, foi usada 
a proporção celite: óxido de magnésio de 1:5 (massa: massa). Os compostos foram pesados 
separadamente, misturados e transferidos para a coluna até atingir 10 cm de altura e, na 
Apêndice 1                                                                                                                              222 
 
 
 
sequência, foi adicionado 2 cm de sulfato de sódio. A coluna foi empacotada com o auxílio de 
uma bomba de vácuo para garantir a completa compactação do recheio da coluna de 
separação. A Figura 2 mostra o aparato utilizado para o empacotamento da coluna e posterior 
eluição dos compostos.  
 
 
Figura 2 Aparato para empacotamento da coluna de separação e separação dos compostos (1) 
corresponde ao kitassato de descarte da saída da coluna; (2) corresponde a coluna 
cromatográfica já empacotada; (3) bomba de vácuo 
 
Para o condicionamento da coluna, foi utilizada fase móvel composta por éter de 
petróleo, em seguida foi adicionada a amostra (preparada como descrito anteriormente) e, na 
sequência, o mesmo volume de éter de petróleo. Para a eluição dos compostos, foi adicionado 
8,9 mL de solução composta por 1 % de éter etílico e 99 % de éter de petróleo. Foi coletado o 
início da primeira mancha e final da segunda mancha que correspondem ao alfa e beta 
caroteno, respectivamente. A Figura 3 apresenta a coluna de separação quando a amostra foi 
adicionada à coluna (A) e segundos antes da coleta mostrando as duas bandas, de alfa e de 
beta caroteno (B). Foi realizada a coleta da metade da primeira banda e do final da segunda 
(3) 
(1) 
(2) 
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banda. Para a coleta das fases, o kitassato para descarte da fase móvel é substituído por um 
kitassato limpo, utilizado para coleta da primeira banda cromatográfica; após essa coleta, o 
kitassato é substituído pelo kitassato do descarte até a chegada da segunda banda e, então, o 
kitassato é substituído por outro kitassato para coleta da segunda banda cromatográfica.  
 
 
 
Figura 3 Coluna de separação: (A) momento em que a amostra foi injetada; (B) e separação 
em duas bandas; fase 1 corresponde ao alfa caroteno e fase 2 corresponde ao beta caroteno.   
 
(A) 
(B) 
Banda: Beta 
Caroteno 
Banda: Alfa 
Caroteno 
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As fases coletadas foram secas em rotaevaporador a 35 
o
C, sob o abrigo de luz. As 
amostras secas foram diluídas em 10 mL de éter de petróleo e foi realizada a leitura em 
espectrofotômetro no comprimento de onda de 450 nm em cubeta de 1 cm. Para o cálculo da 
concentração em  g foi utilizada a equação 1 abaixo. 
 
100.
10).(.
)(
%1
6
cmA
mLyA
gx   
(1) 
 
Sendo A é a massa em gramas do extrato seco, %1cmA  corresponde à absorbância da solução,  
para a solução utilizada para separação dos compostos, 1% de éter de etílico em 99 % de éter 
de petróleo o valor é de 2592, e y é o volume utilizado para eluição dos compostos (8,9 mL). 
O extrato tem durabilidade de até 1 mês se guardado seco na temperatura de -18 
o
C. 
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Curvas de calibração utilizada determinação do teor de tocoferóis e tocotrienóis 
dos sistemas compostos por óleo bruto de gergelim claro + ácido linoleico comercial + etanol 
anidro gergelim claro + ácido linoleico comercial + etanol anidro +  água, óleo bruto de 
gergelim torrado + ácido linoleico comercial + etanol anidro gergelim torrado + ácido 
linoleico comercial + etanol anidro +  água e óleo refinado de gérmen de trigo + ácido 
linoleico comercial + etanol anidro gergelim claro + ácido linoleico comercial + etanol anidro 
+  água.  
 
Tabela 1 Curvas de calibração para quantificação do teor de tocoferóis dos 
sistemas apresentados no Capítulo 5 
Sistema Delta tocoferol Gama tocoferol Alfa tocoferol 
Óleo bruto de gergelim claro + 
ácido linoleico comercial + 
etanol 
 
 
 
 
22863540778  xy  
 
 
 
 
Óleo bruto de gergelim claro + 
ácido linoleico comercial + 
etanol + água 
  
6598412811  xy  
 
Óleo bruto de gergelim torrado 
+ ácido linoleico comercial + 
etanol e óleo bruto de gergelim 
torrado + ácido linoleico 
comercial + etanol + água 
 
 
 
 
 
 
22863540778  xy  
 
Óleo refinado de gérmen de 
trigo + ácido linoleico 
comercial + etanol e refinado 
de gérmen de trigo + ácido 
linoleico comercial + etanol + 
água 
 
 
21184367591  xy
 
 
 
54,428409641  xy  
 
 
383815239438  xy
 
 
Os sistemas foram determinados nas temperaturas de 25 
o
C, 35 
o
C e 50 
o
C. Os 
valores de coeficiente de correlação (R
2
) ficaram acima de 0,999 para todas as curvas de 
calibração. Os padrões foram analisados em triplicata, segundo a metodologia proposta no 
Capítulo 3.  
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Curvas de calibração utilizada determinação do teor de tocoferóis e tocotrienóis 
dos sistemas compostos por óleo bruto de castanha do Brasil + ácido oleico comercial + 
etanol; óleo bruto de castanha do Brasil + ácido oleico comercial + etanol + água; óleo bruto 
de buriti + ácido oleico comercial + etanol; óleo bruto de buriti + ácido oleico comercial + 
etanol + água com os experimentos de equilíbrio líquido-líquido conduzidos a 25 e 50 °C. 
 
Tabela 1 Curvas de calibração para quantificação do teor de tocoferóis dos sistemas 
compostos por óleo bruto de castanha do Brasil + ácido oleico comercial + etanol; óleo bruto 
de castanha do Brasil + ácido oleico comercial + etanol + água apresentados no Capítulo 6 
Sistema Gama tocoferol Alfa tocoferol 
Óleo bruto de castanha do Brasil + 
ácido oleico comercial + etanol; 
óleo bruto de castanha do Brasil + 
ácido oleico comercial + etanol + 
água 
 
57,12831207810  xy  
 
 
49,30981,73821  xy  
 
 
Tabela 2 Curvas de calibração para quantificação do teor de tocoferóis dos sistemas 
compostos por óleo bruto de buriti + ácido oleico comercial + etanol; óleo bruto de buriti + 
ácido oleico comercial + etanol + água apresentados no Capítulo 6 
Sistema Delta tocoferol Gama tocoferol Alfa tocoferol 
Óleo bruto de Buriti + ácido 
oleico comercial + etanol; óleo 
bruto de buriti + ácido oleico 
comercial + etanol + água 
 
115651790760  xy
 
 
 
14454901140110  xy  
 
 
829700795946  xy  
 
 
Tabela 3 Curvas de calibração para quantificação do teor de tocotrienóis dos sistemas 
compostos por óleo bruto de buriti + ácido oleico comercial + etanol; óleo bruto de buriti + 
ácido oleico comercial + etanol + água apresentados no Capítulo 6 
Sistema Delta tocotrienol Gama tocotrienol 
Óleo bruto de Buriti + ácido oleico 
comercial + etanol; óleo bruto de buriti + 
ácido oleico comercial + etanol + água 
 
3,24891093400  xy  
 
 
17,535958801  xy  
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Tabela 4 Curvas de calibração para quantificação do teor de alfa e beta caroteno dos sistemas 
compostos por óleo bruto de buriti + ácido oleico comercial + etanol; óleo bruto de buriti + 
ácido oleico comercial + etanol + água apresentados no Capítulo 6 
Sistema Alfa caroteno Beta caroteno 
Óleo bruto de Buriti + ácido oleico 
comercial + etanol; óleo bruto de buriti + 
ácido oleico comercial + etanol + água 
 
5,39731 7  xEy  
 
 
40456 6  xEy  
 
 
Os coeficientes de correlação (r
2
) das curvas de calibração ficaram acima de 0,99.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
